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OZET

Melanoma hiicre hattinda (B16F10) baz1 Kanser Kok Hiicre tiplerinin
kanserlesmedeki rolii ile Antiparaziter ozellikteki etken maddelerin Hedgehog Sinyal
Yolag iizerinden Kanserlesme iizerine Etkilerinin Arastirilmasi

Melanoma, noral yariklardan koken alan ve melanin pigmenti iireten
melanositlerin transformasyonu sonucu meydana gelen malignant bir tiimordiir.
Kanser iliskili oliimlerin %901, metastatik kanser durumlarinda ortaya
cikmaktadir ve melanoma bilinen en oliimciil kanserlerden bir tanesidir. Genel
olarak, melanom tiim malign tiimorlerin % 1-3'iinii olusturur ve insidansi her yil
% 6-7 oraminda artmaktadir. Melanoma olgularinda konvansiyonel tedavilere
kars1 direncin ¢ok sik meydana gelmesi; Melanoma-spesifik KKH’lerini,
KKH'lerini diizenleyici mekanizmalari, sinyal yolaklarimi spesifik olarak hedef
alan yeni etkili ve secici terapotik kimyasallarin gelistirilmesini zorunlu
kilmaktadir. Calismamizda potansiyel olarak daha etkili tedavi yontemlerinin
belirlenmesi ve gelistirilmesi amaciyla melanoma kanser hiicre hattindan (B16F10)
CD133" ve CD133 yiizey belirteclerine sahip hiicreler sorting edilerek farelerde
cilt kanseri olusturulup, kanser ve kanser kok hiicrelerini ortadan kaldirma
yetenegi olan yeni bilesiklerin ortaya cikarilmasi ve tespit edilmesini amacladik.
Calismalarimizin bir sonucu olarak Ornidazol ile tedavi edilen deney
gruplarimizda Ornidazol'iin fare melanom B16 hiicre proliferasyonunu ve gociinii
in vitro zaman ve doza bagh olarak kontrol gruplarina gore inhibe ettigini ve
ayrica, Ornidazole tedavisinin DNA hasarlarim siddetlendirdigini gozlemledik.
Dahasi fare melanom modeli tiimor analizi ile, Ornidazol'iin melanom hacmini
diisiirdiigiinii gozlemledik. Bulgularimiz birlikte ele alindiginda, Ornidazole’iin
melanom ilerlemesini hafiflettigini ve eszamanh olarak Hedhegog sinyal yolagini
ve otofaji ekspresyonunu bastirdigin1 ve apopitozisi indiikledigini gosterdi. Ek
olarak Ornidozole’un ER stres aracili apopitozisi ekpresyonunu indiikledigi ve
otofaji ekspresyonunu inhibe ettigi goriildii. Elde ettigimiz bulgular Ornidazole’un
tiitmor bilyiimesi inhibisyonunda rol oynayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Melanoma, Kanser Kok Hiicresi, Ornidazole, CD133,
Hedgehog sinyal yolagi, ER stresi.
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ABSTRACT

Investigation of the Role in Some Cancer Stem Cells on Cancer Formation in
Melanoma Cell Line (B16F10) and the Effects of Antiparasitic Agents on Cancer
Formation Through Hedgehog Signaling Pathway

Melanoma is a malignant tumor that arises from neural clefts and occurs as
a result of transformation of melanocytes that produce melanin pigment. 90%of
cancer-related deaths occur in metastatic cancer conditions and melanoma is one
of the deadliest cancers known. In general, melanoma accounts for 1-3% of all
malignant tumors and its incidence increases by 6-7% each year. Frequent
resistance to conventional treatments in patients with melanoma; melanoma-
specific CSCs and the regulatory mechanisms of CSCs necessitate the development
of new effective and selective therapeutic chemicals that specifically target
signaling pathways. In our study, in order to identify and develop potentially more
effective treatment methods, skin cancer was created in mouse by sorting cells with
surface markers CD133" and CD133 from the melanoma cancer cell line (B16F10)
in order to reveal and identify new compounds that have the ability to eliminate
cancer and cancer stem cells. As a result of our studies, we observed that
Ornidazole inhibited mouse melanoma B16 cell proliferation and migration as a
dose and time depended manner in vitro compared to control groups in our
experimental groups treated with Ornidazole. We also observed that Ornidazole
treatment aggravated DNA damage. Moreover, with mouse melanoma model
tumor analysis, we observed that Ornidazole reduced the melanoma volume.
Taken together, our findings showed that Ornidazole reduced melanoma
progression and simultaneously suppressed Hedhegog signaling pathway and
autophagy expression and induced apoptosis. In addition, Ornidozole was found to
induce ER stress-mediated apoptosis expression and inhibit ER stress-mediated
autophagy expression. Our findings show that Ornidazole may play a role in tumor
growth inhibition.

Keywords: Melanoma, Cancer Stem Cell, Ornidazole, CD133, Hedgehog signaling
pathway, ER stress.
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1. GIRIS

Diinyada ciddi bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilen Melanom, ikinci en
yaygin kanserdir. Melanoma, tiim cilt kanserlerinde en yiliksek 6liim oranina sahip
olmakla birlikte tedavi basarisizliginin en Onemli nedeni ilag direncidir. Kiigiik
lezyonlar gibi erken tani, vakalarin birgogunda (% 50) cerrahi rezeksiyon ile tedaviyi
miimkiin kilsa da metastatik melanomun prognozu zayif kalmaktadir'.

Insan solid tiimorlerinde kanser kok hiicrelerinin kesfi, normal melanositlerin
biyolojisi ve neoplastik donlisimii ile melanom hiicrelerinin  tlimorojenite
kazanabilecegi olas1 mekanizmalarin da daha iyi anlagilmasina olanak saglamistir. KKH
(kanser kok hiicresi) kendini yenileme, farklilasma yetenegine ilave olarak sonsuz
cogalma potansiyeli, beraberinde tiimdr biiylimesiyle sonuglanmaktadir. Geleneksel
anti-kanser tedavileri timordeki malign hiicrelerin ¢ogunu ortadan kaldirabilmesine
ragmen, niikks etme ve ilerlemeden sorumlu olan kemoterapiye direngli KKH'ye kars1
potansiyel olarak etkisizdirler. Insan malign melanomu, konvansiyonel tedavilere kars
oldukga direngli olan metastatik bir kanserdir**. Bulgular, KKH'nin tiimoriin baslamasi
ve ilerlemesinde, kemoterapi direnci ve insan malign melanomasinda terapotik
basarisizliktaki varligini ve iliskisini destekler niteliktedir’.

KKH'leri, tiimorjenik 6zellikleri ve kendi kendini yenileyebilme sayesinde,
farklilasmis bir hiicre klonu olusturabilme ile tedaviye kars1 direng gelistirme
kabiliyetleriyle karakterizedirler. KKH'lerinin yadsinamaz varligi;; hem kanserin
nilksetmesi hem de kemo-direng gelisimi nedeniyle, mevcut kanser tedavisinin
oniindeki en biiyiik engel oldugu diisiiniilmektedir®’.

Tim tiimorlerde oldugu gibi melanoma tiimdrleri de, fonksiyonel kok hiicre
benzeri 6zelliklere sahip farkli molekiiler isaretler igeren heterojen bir alt popiilasyonlar
icerir. Melanoma hiicre hatlarinda ve/veya hasta biyopsilerinde KKH tanimlamak i¢in
CD133, CD20,CD271, ABCS ve ALDHI1A marker olarak kulanilmaktadir. Yakin tarihli
arastirmalar, KKH'lerinin uzak organ kolonizasyonu icin gerekli olan go¢ ve kendini
yenileme ozellikleri kazandiklarini gostermigtir®’.

Kok hiicreler kendini yenileyebilme ve farklilasma yeteneklerini kontrol etmek
icin bircok sinyal yolagimi kullanirlar. Bu yolaklar kok hiicrelerde olduke¢a siki bir

sekilde kontrol altinda tutulur. Bu yolaklarin olagan dis1 etkinlik kazanmasi veya



diizeninin bozulmas1 KKH’lerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Sonic hedgehog (Shh),
Bmil, Wnt/B-catenin ve Notch gibi bir¢ok sinyal yolaginin bu siirecte yer aldigi
gOriilmistir.

Shh sinyal yolagi, hiicre farklilagmasi, hiicre proliferasyonu ve doku polaritesinin
ana diizenleyicisi olup doku ve organ morfogenezinde yer alan korunmus bir gelisimsel
yolaktir. Hedgehog sinyal yolagi, insanlarda goriilen birgok kanser olusumunda kritik
role sahip olup gelisim sinyal yollarmin 6nemli bir simifim1 temsil eder. Shh sinyal
yolag1 ters etkili iki reseptdr {lizerinden c¢alisir. Bunlar Patched ve Smoothened
reseptorleri olup temel kosullar altinda, Patched reseptorleri Smo’yu bastirmaktadir. Hh
ligandlar1 Patched'e baglandiginda Smo etkinlesir ve Ci transkripsiyon faktoriiniin
sitoplazmada birikmesine ve daha sonra niikleusa girmesine neden olur. Niikleus igine
giren Ci, glioma ile iliskili onkojen homolog (Gli) transkripsiyon faktorlerini aktive
ederek hedef gen transkripsiyonunun ekspresyonunu saglamaktadir. Shh yolagmin
downstream efektorleri olan GLI, ¢inko parmak transkripsiyon faktorleri ailesinde yer
alir. Shh sinyal yolagi onkogenezisin tesvik edilmesinde, tiimér biiylimesinde ve
ilerlemesinde, tiimor ilag direncinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle Shh yolaginin
cesitli bilesenleri olan; Shh, Smo ve Glil / 2 molekiilleri anti-kanser terapileri i¢in
uygulanabilir terapotik hedeflerdir'.

Glil veya Patchedl ekspresyonun upregiilasyonu ile ortaya ¢ikan Shh yolaginin

aktivasyonu, glioma, medulloblastoma, néroblastoma, 16semi, gastrik kanserler de dahil
olmak iizere solid ve non-solid kanserler ile iliskilendirilmistir''.
Bir polycomb ¢inko parmak proto-onkogeni olan Bmil, 6zellikle noral ve hematopoetik
kok hiicrelerin kendi kendini yenilemesindeki roliinden dolayr KKH’lerinde yasamsal
bir role sahiptir. Yapilan calismalarda, Bmil den yoksun olan farelerde KKH’lerinin
¢ogalamadig1 ve farklilagarak apopitoza girdigi gosterilmigtir'®.

Ornidazol, 1967'de kesfedilen 5-nitroimidazole ailesine ait, ameoba ve
trichomonas enfeksiyonlarinda kullanilan bir antiprotozoal ajandir. Protozoal ve
anaeroblarin hiicre igerisine pasif diflizyon ile girerek hiicre DNA’sina baglanip DNA
sarmalinin stabilizasyonu & iplik kirilmasi ve DNA sentezini inhibe ettigi gdzlenmistir.
Bu nedenle, bagirsak amebiazi, amibik karaciger apseleri, anaerobik enfeksiyonlar,
Crohn hastaligi, duodenal {ilserler, giardiasis, cerrahi profilaksi, trichominiasis ve

vajinitis gibi ¢esitli klinik durumlarin tedavisinde kullanilir",



Kanser vakalarmin molekiiler teshisinin tam ve dogru bir sekilde yapilmasi,
izlenecek dogru tedavi stratejilerinin belirlenmesinde ve hastaligin prognozuyla direkt
iliskisinden dolay1 kritik role sahiptir. Ayrica; Sox2, Oct3/4 ve Nanog gibi Yamanaka
faktorlerinin uyarilmis pluripotent kok hiicreler ile yakin iligkisinin kanser kok
hiicrelerinde de gosterilmis olmasi olduke¢a dikkat ¢ekici ve onemlidir.

Bu calismanin en onemli amaci; melanoma kanserlerinde, kanser kok hiicre
hipotezini test etmek. Bu amag¢ dogrultusunda litaratiir calismasiyla belirledigimiz KKH
belirteglerinden CD133 kullanildi. Antiparaziter amagli kullanilan ornidazol’iin
melanoma daki etkisinin belirlenmesi amaciyla hiicre canlilik testleri, hiicre
migrasyonu, DNA hasar1 ve KKH iizerine etkisi arastirilmistir. Ornidazol’iin KKH
iizerindeki etkisinde 2 farkli yol izlenmistir. Bunlardan birincisi ornidozol’iin
tiimorogenezisdeki roliinden dolayr Hedgehog sinyal yolagi, apopitoz, ER stress yolagi
(ER stress iliskili-apopitoz, ER stres iliskili- otofaji). Ikinci olarakta ornidazol’iin
KKH’lerine etkisini tespit etmek amaciyla; Yamanaka faktorleri olarak bilinen Sox2,
Nanag, Oct3/4’nin gen ekpresyon diizeyleri arastirilmugtir.

Calismamuzle ilgili olarak yapilan litaratiir taramasinda, Ornidazol’{in melanoma
KKH, ve bu KKH’lerinin diizenleyeci mekanizlari lizerine yaptig1 etkiler konusunda bir
bosluk bulunmaktadir. Bu nedenle deney kurgumuzu, Ornidazole’un in-vitro (melanoma
hiicre hatt1 olarak sectigimiz B16F10) ve in-vivo olarak etkisini géstermeyi amagladik.
Ayrica melanoma tedavisinde alternatif molekiiler yaklagimlarin glinlimiiz tedavi

stratejilerindeki dnemine vurgu yapmayi1 istedik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Tanimi

Kanser kavramimna her ne kadar ilk olarak Hipokrat tarafindan deginildigi
vurgulansa da 1922 yilinda klasik pataloji kitaplarinda ‘viicudun genel yasalarindan
bagimsiz olarak dokunun kiitlesindeki artig’ olarak tanimlanmigtir. Karkinoma, crab
(cangrejo) kelimelerinden koken alan kanser kavrami, biinyesinde tasidigi anlam
itibariyle yengec seklinde viicudu saran bir olguyu dile getirmektedir. Kanser
kavramiyla es anlamli olarak kullanilan tiimor kelimesi ise ‘oncos’ kelimesinden kdken
almig olup, iyi huylu (benign) ve koti huylu (malign) kavramlarini biinyesinde
barindirir.

Kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli olarak bdliinme olgusundaki
kontroliin kaybiyla sonuglanan bir bdliinme kusurudur. Kontrolsiiz boliinmenin esas
oldugu kanser olgusunda, boliinen hiicrelerin bulundugu dokuda sinirh kaldigi (in-stu)
ve komsu dokular iggal etmesi (invazyon) veya kaynagini aldigi organdan daha uzak
yerlere kan-lenf yoluyla yayilmasi (metastaz) ile olusan kompleks ve multifaktoryel bir
hastaliktir. Kompleks kelimesiyle, mendelyen kalitim gosteren hastaliklardan farkli
olarak cok sayida genin katilimi ve ilgili genlerin penetrans ve ekspresivitelerindeki
degiskenlik tanimlanirken multifaktéryel kavramiyla ise, poligenik ve c¢evre
etkilesiminin oldugu vurgulanir.  Bakterilerden viriislere, radyasyondan beslenme
aligkanliklarina, g¢evremizde siirekli etkilesim halinde oldugumuz kimsyasallar da
kansere yol acan mutajenik faktorler olarak bilinir. Kanserle ilgili yapilan bilimsel
arastirmalar dogrultusunda her gegcen gilin kanser hiicrelerinin yeni bir &zelligi
tanimlanmaktadir'®. 1980- 1990’1 yillarda kanser hiicresinin 6 temel ozelligi

vurgulanirken giiniimiizde bu 6zelliklerin sayis1 11’ e ¢ikmustir.

2.1.1. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanser hiicreleri genel olarak proliferatif sinyali siirdiirme, biiyiime engelleyici
faktorlerden kagig, hiicre Olimiine direng, enerji metabolizmasin1 yeniden
programlayabilme ve immiin sistemden kacis, replikatif Oliimsiizliigii saglama,

anjiyogenezisi indiikleme, invazyon ve metastazi aktive etme, genomik instabilite ve



mutasyon, timdr olusumuna katkida bulunan inflamasyon gibi temel oOzelliklere

sahiptir',

Sekil 1. Kanserin ayirici 6zellikleri.

2.1.2. Siirekli boliinme yetenegi

Normal hiicreler, proliferatif duruma gegmek igin mitojenik biiylime sinyallerine
ihtiya¢ duyar. Bu sinyallerin transmebran reseptorleri tarafindan hiicreye iletilmesi icin
hiicre zarinda bir ligandlar1 bulunur. Hiicrelerin boliinme dongiisiine girmesni ve
bliylimesini tesvik eden bu sinyallerin miktar ve yar1 Omiirleri hiicre sayisinin dengede
kalmasinin yani sira normal doku mimarisi ve fonksiyonun siirdiiriilmesi agisindan da
oldukca Onemlidir. Kanser hiicreleri ise tipik olarak normal hiicre ¢ogalmasini,
farklilagmasimi ve hayatta kalmasini diizenleyen mekanizmalardan ziyade kendilerine
hayatta kalma avantaji saglayan anormallikler gosterir. Kanser hiicreleri; ligandlar,
liganlarin  reseptorleri ve/veya sitozolik sinyal molekiillerindeki kendi lehine
gerceklesen mutasyonlar aracilifiyla proliferasyonunu siirdiirme kabiliyetine sahiptir'.
Genellikle sitoplazmik domainlerinde tirozin kinaz aktiviteleri tasiyan biiylime faktor
(GF) reseptorleri, bir¢ok kanserde asir1 sekilde ifade edilir. Reseptorlerin asiri
ekspresyonu, reseptorlere karsilik gelen GF’leriyle aralarinda bir kompetisyon yaratarak

boliinme konusunda kanser hiicresinin daha duyarli hale gelmesini saglayabilir. Ayrica



kanser hiicreleri, hiicre iskelet yapisindaki destabilizasyonun diga yansimasi olarak
meydana gelen hiicre baglantt komplekslerindeki zayiflama nedeniyle kontak
inhibisyonun bdliinme {izerindeki sinirlayic1  6zelliginden yoksun kalarak dur

sinyallerine kars1 duyarsizlik gosterebilir.

2.1.3. Biiyiime Engelleyici Faktorlerden Kurtulma

Hiicreler aras1 baglantilar; aderans baglantilar (adherens junctions) siki baglantilar
(tight junctions) ve desmozomlar olarak siniflandirilir ve hiicrelerin bir arada tutulmasz,
hiicreler arasi1 sinyallerin iletilmesinde ve hiicre adezyonunun saglanmasinda rol
oynarlar. Kanser hiicrelerinde hiicresel baglantilar ile iligkili genlerin ekspresyonlarinda
degisiklikler, hiicre-hiicre adezyonunda diizensizlik ve bozulmalar meydana gelir. Hiicre
adhezyon molekiillerinin azalmis ekspresyonunun bir sonucu olarak, kanser
hiicrelerinin, diger hiicreler ve doku bilesenleriyle etkilesimleri sinirlandirilmaz ve
malign hiicrelerin invasyon, metastaz yapma kabiliyetine katkida bulunur. Ayrica kanser
hiicrelerinin azalan yapigkanligi morfolojik ve hiicre iskeletinde degisikliklere neden
olmasinin yani sira, ¢ogu tiimor hiicresi kismen hiicre dis1 matrise veya komsu hiicrelere

iyi tutunamadiklarindan dolayi normalden daha yuvarlaktir'.

2.1.4. Hiicre 6liim mekanizmasini atlatma
1972 yilinda, iskemiye (kanlanma eksikligi) maruz kalan dokunun etrafinda

nekrozdan farkli olarak hiicre 6liimii oldugu gosterilmis ve buna, Latincede "sonbahar
mevsiminde aga¢ yapraklarinin govdeden dokiilmesi" anlamina gelen "apoptosis"
[Yunanca: apoptdsis yani "(ayrilarak) diismek", apo="-den/-dan" ve ptosis="diismek"]
ad1 verilmistir. Programlanmis hiicre 6limii (Apoptoz) organizmanin gelisimi ve doku
homeostazisinde 6nemli rol oynayan evrimsel olarak korunmus bir sliregtir. Ayrica,
dengesiz proliferatif sinyaller, asir1 hiicre proliferasyonu, dogal nis kayb1 ile iligkili
stresler nedeniyle onkogenezin ilk asamalarinda aktive olan ve kansere kars1 koruyucu
nitelikte bir mekanizmadir. Genel olarak apoptozdan kagma ve karsinogenezize katkida
bulunan mekanizmalar; 1) bozulmus pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein dengesi, 2)
azaltilmis kaspaz fonksiyonu ve 3) bozulmus oliim reseptorii sinyali seklinde 3 gruba

ayrilir. Kanser hiicreleri apoptotik kaskadlarin aktivasyonunu engellemede gorevli anti-



apoptik molekiilleri agir1 oranda eksprese edebilecek yonde 6zellik kazandiklarindan
programli hiicre 6liimiiniinden kacabilirler. Ayrica kanser hiicrelerinin apopitozdan kagis
mekanizmas1 sayesinde kanserlesme yonilinde kazanilmis 6zelliklerin yanisira
genomlarinda, radyasyon ve diger mutajenik faktorler araciligiyla meydana gelmis
DNA hasarlarinin ogul nesillere aktarilmasi saglanarak farkli 6zelliklerdeki kanser
hiicre klonlarinin olusumu araciligiyla direng gelisiminin de 6nii agilir'®.

Hiicre oliimiine direngte etkili mekanizmalardan bir digeri olan otofajinin ise
timor biliylimesi ve gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir. "Otofaji" genis
anlamda hiicre i¢i ve hiicre dis1 substratlarin pargalanmak {izere lizozomlara
gonderildigi bir mekanizma olarak tanimlanir. Bu siireg, hiicresel homeostazin
stirdiiriilmesi, aglik donemlerinde canliligin devamliligi i¢in amino asit destegi (liretimi)
ve patojenlere karsi gelistirilmis koruma igin gereklidir. Otofaji, hiicre oliimiinii
tetiklemesi veya bir sagkalim siireci olarak hareket edebilmesinin yanisira, ayni
zamanda hem dokuya hem de mikro-gevreye 6zgii nitelik tasir. Okaryotlarda otofajinin
hiicresel mekanizmast; niikleasyon, elengasyon maturasyon ve degredasyon olmak
lizere 4 asamaya ayrilir. Beclin 1 (Atg6) ve UVRAG (UV 1sinlama direng-iligkili
gen)’in da dahil oldugu niikleasyon asamasinda otofajik substratlar1 ayirmak igin
izolasyon membranmin olusur. Elengasyon asamasinda, Atg7 (E1 benzeri enzim)
tarafindan katalizlenen Atg5S ve Atgl2 birlesmesiyle membran izolasyonun
otofagozomlar olusturmak {izere kapanarak, sitoplazmik bilesenlerin ayr1 tutulmasina
neden olur. Ayni zamanda, pro-LC3 (Atg8), LC3-I olusturmak icin kesilir ve daha
sonra LC3-II olusturmak i¢in ise lipide edilir. Maturasyon asamasinda: Otofagozomlar,
otolizozomlar olusturmak {izere lizozomlarla kenetlenir ve birlesir. Lizozomlarla
fiizyondan sonra, ayrilan materyallerin hidrolize edildigi otolizozomlar olusturulur.
Otofagozomlarin ve kargolarin i¢ zari lizozomal enzimler tarafindan degrade edilerek
parcalanan {iriinler sitozole geri salmir. Normal kosullar altinda hiicrelerimiz, yeni yapi
taglarinin sentezi ve canliligin devami i¢in enerji saglamak amaciyla ¢evrede, ortamda
bol miktarda bulunan makromolekiilleri par¢alamaktadir'’. Fakat, gelisen tiimorlerin
yetersiz damarlanmig bdlgelerinde meydana gelen besin kithiginin oldugu kosullar
altinda, otofaji, eksternal besinler elde edilene kadar sinirli bir siire canliligin
devamlilig1 icin hiicre icinden besin saglayan bir mekanizma olarak aktive edilir. Besin

kithgma ek olarak, metabolik stres ayrica hipoksiden de kaynaklanir. Solid tiimdrler,



cok fazla hipoksik olan zayif damarlanmis bolgeler igerir. Son yapilan ¢alismalar, bu
bolgelerdeki hiicrelerin yiiksek diizeyde makrootofaji sergiledigini gostermistir'®.
Yapilan baska bir caligmada ise otofajinin inhibisyonu ya da otofaji genlerinin

susturulmasinin timaor hiicre 6liimii ile sonuglandigi goriilmiistiir'.

2.1.5. invazyon ve Metastaz

Tiimorler daha malign hale dogru ilerledikge, kanser hiicreleri siklikla go¢ etme
yeteneklerini ve ¢evredeki dokuyu istila etme kapasitesini gelistirir. Tiimor hiicrelerinin
bu uzak yerlesimleri (metastaslar1) insan kanser Sliimlerinin% 90'mnin sebebidir ve
invazyon-metastaz kaskadi bir dizi olaylar serisini biinyesinde barindirir. Epitelyal-
Mezenkimal Gegis (EMT), hiicrelerin farklilasma, uzak odaga goc ve yeni bir
yapilanmay1 olusturacak asil hiicreye yeniden farklilagma siirecini iceren gegici ve
geriye doniistimlii bir siiregtir. Kanser hiicrelerinin uzak bolgelerde lokalize olmalari
icin 1) bazal membrani ve stromal hiicreler de dahil olmak iizere hiicre dis1 matriks
(ECM) yoluyla istila etmesi, 2) tiimdr vaskiilatiiriine penetre olmasi, 3) Intravazasyon
(kan ve lenf damarlarina girmesine) ve dolasimda tasinmayi siirdiirmesi, 4) uzak
organlarin parankiminde ekstravazat (tiimor hiicrelerinin endoteli asip organlara
ulagmasi) olmasi 5) olusturarak hayatta kalmasi ve mikrometastaz olusturan yabanci
mikro ortamlar1 manipiile etmesi gerekir.

Invazyon (komsu dokular: istila) ve metastaz (uzak dokulara yayilma) yetenegi,
kanser hiicrelerinin birincil timor kiitlesinden kagmasina ve viicutta, besinlerin ve
alanin sinirlayict olmadigi yeni dokularda kolonilesmesine olanak tanir. Buna genellikle
yapigma, hiicre polaritesi, hiicre iskeleti dinamikleri ve morfolojideki degisiklikler eslik
eder. Lokal invazyonun ayrilmaz bir parcasi da, matriks metaloproteinazlarin (MMP'ler)
oldugu ECM'nin bozulmasidir®®. Bu endopeptidazlar yalnizca invazyona katkida
bulunmakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicre proliferasyonu, hayatta kalma, immiin yanit ve
anjiyogenezde de rol oynarlar®’.

Invazyon ve metastaz kan, biiyiime faktorleri, kemokinler, adhezyon reseptorleri
ve diizensiz sinyallesme icin hedef olan diger uyaranlar tarafindan diizenlenir. PI3K-
Akt ve Ras-ERK yolaklari, cok sayida downstream efektorii aracilifiyla migrasyon ve

invazyonu diizenler. Hem Ras-ERK hem de PI3K-Akt sinyal yolaklarindaki diizensizlik,



invaziv bir fenotipin adaptasyonunu tesvik ederek onkogenezin ilerlemesinde dnemli bir

rol oynama potansiyeline sahiptir?.

2.1.6. Hiicre Metabolizmasim Yeniden Programlama

Metabolizmanin yeniden programlanmasi, hem timdoriin inisiyasyonu hem de
progresyonu agisindan benzersiz sekilde segici bir avantaj saglar. Pavlova ve Thompson
kisa bir siire dnce, glukoz ve amino asit alimlariin yeniden diizenlenmesi, firsatci besin
kazanimi, glikoliz ve TCA dongiisii ara iirlinlerinden yararlanma, artan nitrojen talebi,
metabolit kaynakli gen diizenlemesinde degisiklikler ve metabolik etkilesimde olan
mikrogevre olmak iizere kanser metabolik degisikliklerini, tamamen veya kismen farkli
tiimor ortamlarinda mevcut olabilen alti 6zellige ayirmstir®.

Hiicre biiylimesinin, makromolekiillerin sentezinde yer alan metabolik siireclerle
koordine edilmesi gerekir. Bu nedenle, hem normal hem de tiimor hiicrelerini
diizenleyen biiylime faktér yolaklari, yeni yavru hiicreler iiretmek icin
makromolekiillerin sentezine olan artan ihtiyaci karsilamak {izere metabolik yolaklara
etki eder. Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimdr siipresorlerin kaybi, bliylime faktorlerinin
yoklugunda dahi metabolik yolaklar1 kendi lehine yeniden programlayarak
diizenleyebilir. Kanser hiicrelerindeki en yaygin metabolik degisiklik, artan glukoz alimi
ve glikolizdir. Kanser hiicrelerinin oksijen varliginda bile anaerobik glikolizi tercih
ettigi yaklagik ylizy1l 6nce Otto Warburg tarafindan tanimlandigi i¢in, "Warburg etkisi"
olarak bilinmektedir. Bu etki gbz oniine alinarak kanser hiicrelerinin yiiksek metabolik
aktivitelerinin izini silirerek tiimor odaklarinin bulunmasi amaciyla gelistirilmis olan
[18F] florodeoksiglukoz, pozitron emisyon tomografi tarayicilarinda (PET)
gosterilmistir®. Ilk bakista oksidatif fosforilasyona kiyasla, glikoliziste daha az ATP
iiretilmesi bir dezavantaj olarak goriilebilir. Ancak bu olay hiicrelerin karbon iskeletini,
redox homeostazisini diizenleyen ve niikleotid sentezine onciiliik eden pentoz fosfat
yolag1 gibi yolaklarin, glikolizisden anabolik reaksiyonlara yonlendirmesine izin veren
Ozelligi nedeniyle kanser hiicreleri tarafindan tercih edildigi gosterilmistir. Kanser
hiicrelerinin bu metabolik tercihlerine ilave olarak proteinlerin, niikleik asitlerin ve
lipidlerin sentezini ve oksidatif fosforilasyonu desteklemek i¢in artmis glutamin alimi

ve glutaminolizise sahip oldugu gosterilmistir. Son yapilan caligmalar, kanser



hiicrelerinin yeniden metabolik programlanmasi ¢ercevesinde yag asit sentezini, krebs
dongiisiinden sitrata yonlendirerek lipid sentezini yeniden diizenledigi gosterilmistir'.
Yeni bir teori olan, Kim’in sitosolik NADH teorisine gore; karbonhidrat, yag
asidi, glutamin kullanilarak sitozoldeki NADH iiretiminin MAS (malate-aspartate
shuttle) araciligiyla mitokondriye transportunun, kanser hiicrelerindeki ATP {iretiminde

onemli rol oynadigina dair yeni bir teori 6ne siiriilmiistiir®.

2.1.7. immiin Sistemden kagis

Viicutta bagisiklik sistemi ve tiimor hiicreleri arasinda dinamik bir denge
mevcuttur. Immiin hiicre reaksiyonunun durdurulmas: ya da yavaslatilmasi kanser
gelisimi, biiylimesi ve metastazi i¢in en dnemli 6zelliklerden biridir. Tiimdr hiicreleri,
iki ana strateji kullanarak immiin sistemin saldirisindan kagarlar: immiin tanimadan
kacinma ve immiin baskilayici bir tiimor mikrogevresini tesvik etme. Birincisinde,
kanser hiicreleri, immiin yontu olarak tanimlanabilecek siire¢ kapsaminda immiin sistem
tarafindan hiicre yiizeyindeki tiimor antijenlerine sahip olan klonlarin taninip yok
edilmesi neticesinde ekspresyonunu kaybederek immiin gozetimden elimine olarak
(immiin eleminasyon) kagabilir. ikincisinde ise; IL-10, TGF-, prostaglandin E2 ve
VEGF gibi baskilayic1 molekiillerin salgilanmasi, VISTA (V domaini immiinoglobulin
supresor T-hiicre aktivasonu), PD-L1 ve CTLA-4, gibi inhibe edici kontrol noktasi
molekiillerinin ekspresyonu, TAM (tiimor iliskili makrofaj) MDSC'lerin (miyeloid
kokenli siipresor hiicreler) ve Treg'lerin tiimor kokenli CCL2, CSF1, CCLS, CCL22,
CXCL5, CXCL8 ve CXCL12 gibi kemokinler tarafindan alinmasinin indiiksiyonu gibi
kanser hiicre kokenli faktorler araciligiyla immiin toleransli bir timor mikrogevresi
olusturulur. Tim bu stratejiler biraraya geldiginde ise immiin sistemden kagis olarak

tanimlanan immiin escape gerceklesir’®®.

2.1.8. inflamasyon
Yangisal cevap olarak bilinen inflamasyon, normal kosullarda zararli uyaranlari
ortadan kaldiran ve doku homeostazisini geri kazandiran koruyucu bir yanit olarak rol

oynar. Ancak uzun siireli enflamasyon ise malignitelerin gelismesine katki saglayan bir
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stirectir. Timorlerin enflamatuar mikrogevresi, hem stromay1 destekleyici hem de timor
alanlarinda konakg¢1 l6kositlerin varligi ile karakterize edilir. Tiimorijenezin farkl
asamalarinda bulunan kanserle iligkili inflamasyon, genomik instabiliteye, epigenetik
modifikasyona, kanser hiicresi proliferasyonunun indiiksiyonuna, kanser anti-apoptotik
yolaklarin artmasina, anjiyogenezin uyarilmasia ve nihayetinde kanserin yayilmasina
katkida bulunur. Ayrica, enflamatuar hiicreler, etrafindaki kanser hiicreleri i¢in aktif
olarak mutajenik olan kimyasallari, 6zellikle reaktif oksijen tiirlerini salarak artan
malignite kosullariyla kanser hiicrelerinin genetik evrimini hizlandirabilir'. Timér
infiltre eden lenfositler, tiimdrle iliskili makrofajlar (TAM) ve timorle iliskili notrofiller
(TIN) olmak iizere ii¢ ana tiirii bulunmaktadir.

TAM’lar, klasik olarak aktiflestirilmis M1 makrofaj ve alternatif olarak
aktiflestirilmis M2 makrofaj olmak tizere 2 alt tipe ayrilir. M1 makrofajlarmin temel
gorevi, hiicre Olimii ve fagositozdur ancak M2 makrofajlar dokunun yeniden
sekillenmesi ve immiin modiilasyonda gorev alirlar. M1 makrofajlar, proinflamatuar
mediatorler ve reaktif oksijen radikallerinin sentezi ile mikrobisidal ve tlimorisid
aktivite gosterirken, M2 makrofajlar ise yiliksek miktarlarda IL-10, TGF-B gibi
antiinflamatuar ~ sitokinlerin saliniminda gorev aldiklar1 i¢in  immiinsiipresif
karakterdedir. Timor mikrogevresinin kritik bir bileseni olarak TAM'lerin, timor
biiylimesini, tiimdr anjiyogenezini, immiin regiilasyonunu, metastaz1 ve kemo-direnci

etkiledikleri gosterilmigtir®.

2.1.9. Anjiyogenezis

Tiim dokular gibi, tiimdrler de kan kaynagina ihtiya¢ duyar. Bunu, genellikle yara
iyilesmesinde islev gdren yolaklarin yeni kan damarlar1 (anjiyogenez) olusturmak igin
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve toplanmasii indiikleyerek yaparlar. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF),
anjiyogenin doniistliricii biiyiime faktorii (TGF) -a, TGF- B, timor nekroz faktorii
(TNF) -a, trombosit kaynakli endotelyal biiyiime faktorii, graniilosit kolonisi uyarici
faktor (GM-CSF), plasental biiyiime faktorii, interlokin-8, hepatosit biiylime faktorii ve
epidermal bliylime faktorii gibi bir diizineden fazla farkli protein anjiyogenik faktor

olarak tanimlanmistir. Anjiyogenezin merkezi, VEGF, PDGF, FGF'ler, interlokin (IL) 8
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ve anjiyopoietin gibi sinyallerdir. PI3K-Akt yolu, damar biitiinliigiiniin yan1 sira
anjiyogenezin indiiksiyonunu da diizenler. Baz1 anjiyogenik fenotipler, biiyliyen timor
hiicreleri ile kilcal damarlar arasindaki mesafenin artisindan veya yeni damarlarin
yetersizliginden kaynaklanan hipoksi tarafindan tetiklenebilir. Hipoksi, hipoksi
indiiklenebilir faktér-loo (HIF-1a) yoluyla VEGF ve reseptoriiniin ekspresyonunu
indiikler ve tiimor hiicreleri, VEGF iiretilmesini saglayarak yeni kan damarlarmin

olusumunda rol alir®.

2.1.10. Replikatif Oliimsiizliigii Siirdiirme

Normal hiicreler (kok hiicreler hari¢) simirli sayida boliinme yetegine sahiptir.
Maksimum c¢ogalma sayis1 Hayflick Limiti olarak adlandirilir. Belirli bir siire
boliindiikten sonra (Hayflick limitine eristiginde) senescence adi verilen yashilik
donemine girerler. Bu duruma ise telomerlerin kisalmasi sebep olmaktadir. Cogu kanser
hiicresinin telomeraz aktivitesi kazanmasinda; telomer koruma mekanizmasini aktive
ederek mi yoksa kanser kok hiicrelerinin bir yansimasi olarak mi sinirsiz ¢ogalma
yetenegine sahip oldugu konusunda iki farkli goriis bulunmaktadir®. 1994 yilinda Kim
ve ark. hiicre ve dokulardaki telomeraz aktivitesinin tayininde kullanilmak iizere TRAP
(Telomerik Tekrarlarin Cogaltilmasi) yontemi gelistirmis ve 24 farkli kanser tiiriinde
calisarak, kanser ile telomeraz ekspresyonu arasinda bir korelasyon oldugunu rapor
etmislerdir”. Ek olarak 1996 yilinda Shay ve Wright’in yaptiklar1 bir ¢alismada ise

malign tiimérlerin % 85’inin telomeraz aktivitesi gosterdigi bulunmustur®.

2.1.11. Genomik Instabilite ve Mutasyon

Genomik instabilite, kanser hiicrelerinin yaygin bir 6zelligidir. Birgok kanser
tiiriinde andploidi ve biiylik 6lcekli DNA yeniden diizenlemeleri s6z konusu oldugu i¢in
yiiksek mutasyon oranlar1 goriiliir. Normalde, ¢esitli hiicresel enzimler DNA hasarini
onarir ve kontrol noktasi sinyalleri, potansiyel olarak zarar verici hatalar diizeltilene
kadar boliinen hiicrelerde DNA replikasyonunun ve sitokinezin durdurulmasini saglar,
bdylece etkilenen hiicreler bu hatalar1 aktaramaz. Genomik istikrarsizligin kanserin bir

nedeni mi yoksa bir sonucu mu oldugu hala tartisilmakla birlikte, kontrol noktasi
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sinyalizasyonunun ve/veya DNA onarim mekanizmalarinin basarisiz oldugu gergegini
biinyesinde tasir'.

Tiimor dokusu igerisinde yer alan kanser hiicrelerinin heterojen yapisiyla
0zdeslesmis ¢ok sayida farkli mutasyonlar onkogenez siirecine esit derecede katki
yapmazlar. Kanserin gelisiminde kritik role sahip olan mutasyonlarin oldugu genler
driver (siirici) gen olarak tanimlanirken, ikincil ve tigiinciil derecede katki yapan
genler ve mutasyonlari i¢in passenger (yolcu) tanimlamasi yapilmistir. Yapilan
caligmalar driver mutasyonlarinin passenger mutasyonlarma kiyasla %25’ini temsil
ettigini gostermistir. Bu 6zellikteki driver gen mutasyonlari, kanser hiicrelerine segici
biliyiime avantajinin yanisira, kanser hiicresinin biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in kritik
rol oynayan proteinleri kodlayan genlerde ortaya ¢ikmasi nedeniyle de kanser gelisimini
destekler. Proto-onkogen ve tiimor supresor gibi Oonemli genleri kapsayan driver
mutasyonlari, ilgili proteinlerin fonksiyonlarini inaktive/aktive ederek bozar. Ayrica
kanseri etkileyen genlerin promotorler bolgelerindeki CpG adaciklarinin metilasyon
durumundaki degisiklikler de onkogenezde 6nemli bir rol oynayabilir*.

Epstein Barr Viriisii (EBV), Insan T-lenfotropik Virus (HTLV) ve Human
Papilloma Virtis (HPV) gibi smirli sayida kanserlerin gelisiminde tiimdr promotoru
olarak gorev yapan biyolojik ajanlarin yanisira Hepatit B (HBV), Hepatit C (HCV),
Kaposi Sarkom iliskili Herpes (KSHV) ve HIV viriisii gibi immiin sistemin

baskilanmasi sonucu kanserin gelisimine yardimer olan viriisler s6z konusudur®.

2.2. Kanser Kok Hiicresi

Kok hiicreler, kendi kendini yenileme kapasitesi ve cesitli 6zellesmis hiicre
tiplerine farklilasma yetenegi ile karakterize edilir. Kok hiicrelerin kanserdeki roliine
dair ilk bilimsel kanit, 1994 yilinda, insan akut miyeloid 16semi (AML) hastalarindan,
AML baglatici bir hiicre popiilasyonunun siddetli kombine bagisiklik yetmezligi olan
(SCID) farelere transplantasyonu yoluyla tanimlanmustir®®. 2003 yilinda insan KKH'leri;
godgiis ve beyin kanseri gibi bazi solid tiimorlerde tanimlanmis olup®’ daha sonra, kolon,
pankreas, akciger, prostat, melanom ve glioblastom da dahil olmak iizere c¢esitli
tiimorlerde de tanimlanmistir®. Kok hiicre kavrami, embriyonik kok hiicreler (ESC'ler),

yetiskin kok hiicrelerden, kanser kok hiicrelerine (KKH'ler) ve uyarilmis pluripotent kok
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(IPS) hiicreleri de kapsayacak sekilde genis bir kavram yelpazesine sahiptir®®. Kok

hiicrelerin asimetrik ve simetrik boliinme tipleri, degisen ortam kosullarina gore kok

hiicre havuzunun korunarak farklilasmasi veya korunmadan farklilagmasi seklinde

gerceklesen 0zel bir boliinme seklidir. Kanser kok hiicreleri (KKH'ler), timor biiylimesi

ve heterojenitesinde etkili olan, kendi kendini yenileme ve bir¢ok soya farklilasma gibi

ozellikler nedeniyle normal kok hiicre veya progenitor hiicreler ile ortak ozellikler

gosterirken, kanser hiicrelerinin bir alt popiilasyonlar1 olmasi nedeniyle de onlardan

ayrilir®, KKH tiimoriin baglangicindan sorumlu olan ve tiimor dokusundaki ¢ok sayida

farklilagmamis hiicre toplulugunu olusturan hiicrelerdir. KKH'lerin kdkeni ile ilgili 3

hipotez ortaya atilmistir.

1)

KKH, kok hiicrelerden kaynaklanmaktadir: tiimor olusumuna neden olacak
farkli mutasyonlarin meydana gelebilmesi i¢in normal kok hiicrelerin tiim
dokularda bulunmasi ve uzun bir omre sahip olmasinin bunu miimkiin
kilabilecegini varsayan bir goriistiir. Cogu kanser kok hiicresinde ifade edilen
CD133 ve ALDHI1 gibi kok hiicre belirteglerinin bulunmasi bu goriisiin en
giiclii yanidir. Ornegin, 16semiye neden olan hiicrelerin birgok 6zelligi bu
varsayimi destekler niteliktedir®'.

KKH, progenitdr olarak tamimlanan oncii hiicrelerden koken alir: Oncii
hiicreler fetiis ya da yetiskin dokusunda bulunan kismen farklilasmis olgun
hiicreleri olusturmak iizere boliiniirler. Progenitor hiicrelerin birgok farkli
dokuda ve fazla miktarda bulunmasina kosut, kok hiicrelere oranla kismen
kendini yenileme kapasitesine sahip olmalar1 bu hiicrelerin kanserin kaynagi
olabilecegini diisiindiirmiistiir*'.

IPS’in kesfinden sonra ileri siiriilen bagka bir hipotez de ise, sinirlt bir omrii
olan farklilasmig viicut hiicrelerinin kok hiicre o6zelligi kazanarak
farklilasmast  sonucunda  (farklilasmanin  kalkmasi) KKH  haline
dontigebilecegini ileri siiren bir goriistiir. Bu varsayima gore farklilagsmis
hiicreler bir takim mutasyonlarla geriye dogru farklilasip tekrar kendini
yenileme Ozelligi kazanmakta ve yasam siirelerini uzatmaktadirlar. Bu

durumda mevcutta timor olusturabilme ihtimali olan bir¢ok hiicre olacaktir.
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Ancak heniiz hiicrelerin yeniden programlanmasini saglayacak bir

mekanizma gosterilememistir*' %,

Kok hiicre devamliligr i¢in gerekli olan; oktamer baglayici transkripsiyon faktori
4 (OCT4), cinsiyet belirleme bolgesi Y-kutusu 2 (SOX2) ve Nanog homebox (NANOG)
gibi transkripsiyon faktorleri hem embriyonik kok hiicrelerin kendini yenileme ve
pluripotensinin saglanmasina hemde tiimor proliferasyonu ve tiimor farklilagsmasina
aracilik etmektedirler®.
Timdr dokusu icerisinde KKH’lerinin farklilasmasinda etkili olan sinyal
yolaklarinin normal kok hiicreler tarafindan da kullaniliyor olmasi ve bu sinyal
yolaklarinin inhibisyonunu hedefleyen tedavi stratejilerinin klasik tedavilerden daha

basarili sonuglar verdiginin gozlenmesi dikkatleri sinyal yolaklar1 lizerine ¢ekmistir.

2.3. KKH'lerin karsinogenez ve tiitmorgenezdeki rolii

Timor yapisinin hiyerarsik organizasyonuna veya kanser kok hiicre modeline
gore, KKH'ler, normal bir yetiskin kok hiicreye benzer sekilde kendini yenileme ve
farklilasma potansiyelini tasimakla birlikte tiimoér dokusu icerisinde yer alacak kanser
hiicrelerinin olusumundan sorumludur. Son kanitlar ve arastirmalar, sindirim sistemi
kanserlerini de igeren bir¢ok solid tlimoriin baslamasi i¢in hiyerarsik yapiya sahip
kanser kok hiicre modelini desteklemistir. Benzer sekilde meme tiimdrleri, gliyomalar,
melanomlar, prostat kanseri ve osteosarkomda belirlenen KKH’nin varlig1 “kanser kok
hiicre teorisi” nin ortaya ¢ikmasina Onciiliik etmistir. Belirgin bir sekilde, kanser kok
hiicrelerinin, tiimoriin baglamasindaki 6nemli rolleri disinda, uzak metastaz olusumunda
da ana sorumlulugu vardir. KKH'lerin farklilagsma ve hayatta kalma 6zellikleri sayesinde
kullanilan klasik bircok kemoteropatik ajanlara karsi direng gelistirme ve niiks sonrasi
artan metastatik Ozellikleri nedeniyle tedavi stratejilerinde degisiklik yapilarak
KKH’lerinin hedeflenmelerini zorunlu hale getirmistir.  Ayrica son ¢aligmalar,
kanserin epigenetik modifikasyonlarla korunan ve dikkatlice diizenlenen genetik bir
hastalik oldugu hipotezini dogrulamistir. Kanser kok hiicrelerinin tiimor yapisinin ve
heterojenligin olusumuna yonelik anlayisa destek olan mevcut gelisme, kanser kok

hiicrelerinin molekiiler yolaklari, onlar1 temel diizenleyici yollarda diizenleyen genetik
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ve epigenetik mekanizmalar bu alandaki en 6nemli kategoridir®. Son yillarda beyin,
meme, prostat, bag ve boyun, pankreas, karaciger, yumurtalik, melanom, deri ve kolon
kanseri gibi insan solid tlimdrlerinde ALDHI1 ekpresyonuyla ve CDI133, CD44,
EpCAM, CD24, Lgr5 dahil farkli ylizey kok hiicre markerleri, veya DNA boyasini
ekstriide etme yetenegi (yan popiilasyon hiicreleri) kullanilarak KKH’leri
tanimlanmistir®. Bu tanimlama da kullanilan belirteclerin normal kok hiicrelerde de
bulunuyor olmasmin getirdigi dezavantajlarin ortadan kaldirilmasi i¢in daha ayirici
belirteclerin tanimlanarak kullaniminin 6énemi artimistir.

Farklilasma ve boliinmenin esas oldugu onkogenez siirecinde rol oynayan
sitokinler, Hedgehog, Notch ve Wnt/B-catenin yolaklarinin embriyonik siirecin disinda
yanlis zamandaki aktiviteleri, KKH’lerinin kanser mikrogevrelerindeki farklilagsmasinda

oyanidig1 diizenleyici rol nedeniyle oldukga 6nemlidir®’.

2.4. WNT/B-katenin Sinyal Yolag:

Wntl geni ilk olarak 1980'lerin baslarinda Drosophila melanogaster'da gelisimsel
modellerde tanimlanmistir®. WNT/B-katenin sinyal yolagi, transkripsiyon faktorii B-
katenin araciligiyla gen aktivasyon siireclerini kontrol eder ve yonetir. Boylece, WNT
sinyali olmadiginda, sitoplazmik B-katenin, APC (Adenomatdz polipoz koli), GSK-3 3
(Glikojen sentaz Kinaz 3 ), Axin ve ayrica CK1 (Kazein Kinaz 1) dahil olmak {izere
belirli bir grup tarafindan susturulur. Fosforilasyon aktivasyonu ve ubikitinasyon igin f3
-katenin'i hedeflemek iizere GSK-3 tarafindan baslatilir. WNT ligandina Frizzled gibi
reseptorlerin baglanmasiyla, Disheveled ve diisiik yogunluklu reseptor iliskili proteinler
5/6’ dan dolay1 degredasyon inaktive edilir. Yani, kanser kok hiicrelerinin kendi kendini
yenilemesi ve farklilagmasinda, normal doku gelisiminde ve o6zellikle korunmasinda
dikkate deger sorumluluklara sahip WNT ile ilgili genlerin transkripsiyonu indiiklenir®.
WNT /B-katenin yolu, embriyonik gelisim ve hiicre gocii, hematopoez, yara onarimi
dahil olmak iizere yetiskin doku homeostazinda ¢ok Snemlidir. Bu nedenle bu sinyal
yolaginin herhangi bir deregiilasyonu, kanser dahil ¢ok cesitli patolojilere neden
olabilir’®. Normal dokuya kiyasla, ¢esitli kanser tiirlerinde bildirilen artmis B-katenin
ekspresyonu, onkogenezde bu sinyal yolagini isaret etmistir WNT sinyalinin

hiperaktivasyonu, WNT sinyal yolag ile baglantili daha agresif davranig ve daha kotii
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prognoz, hiicre gogii, invasyon ve ¢ogalmay1 tesvik eder. Dahasi, genetik stabiliteyi
korumasmin yamisira hiicre kaderi, farklilagsmasi, hiicre proliferasyonu, hiicre
hareketliligi, apoptoz ve kok hiicre devamliligi igin 6nemlidir**. Her nekadar, kanser
kok hiicrelerinin olusumu ve siirdiiriilmesinde WNT / B -katenin sinyal yolagimin énemli
rol oynadig1 bilinmekle birlikte, bu sinyal yolagi ¢evre kosullarma goére, PI3K/mTOR

ile birlikte faklilasma veya mevcudun korunmas: seklinde degiskenlik gosterir’'.

2.5. Notch Sinyal Yolag:

Oldukg¢a korunmus bir diizenleyici sinyallesme ag1 olan Notch sinyal yolagi, ¢cok
sayida organ ve dokunun dogru gelisimi ve biiylimesi i¢cin ¢ok Onemlidir. Notch
reseptorii boyunca komsu hiicreler arasindaki sinyal aligverisi artar. Notch sinyal yolagi
notch ligand1 baglandiktan sonra ¢oklu enzim kompleksleri tarafindan 3 ardigik
proteolitik ayrilmaya maruz kalarak aktive olur. Proteolitik ayrilma sonucu aktif hale
gelen NICD (Notch Intraseliiler Domain) niikleusa girer CSL’ye (CBF-1/RBP-jx,
Su(H), Lag-1) baglanir, diger ko-aktivatdr kompleksleri ile birlikte Akt, siklinD, c-myec,
COX2 (cyclooxygenaz-2), ERK (ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz), MMP-9
(matriks metalloproteinaz-9), mTOR ( memeli rapamycin hedefi), NF-kB, p21,p27,p53
ve VEGF (vaskular endotelyal biiylime faktorii) gibi hedef genlerin
transkripsiyonlarinda rol oynar®. Notch sinyali, kanser metastazina katkida
bulunduklar1 deneysel olarak gosterilen kanser hiicrelerinde en aktif yollardan biridir.
Notch yolagi ile anjiyogenez ve KKH'lerin kendini yenilemesi arasindaki baglantilarda

kritik rolii nedeniyle KKH’leri hedefleyen yeni tedavi stratejilerinde ilgi odagidir®.

2.6. Hedgehog Sinyal Yolagi
Hedgehog (HH) sinyal yolaginin anormal aktivasyonu, kendini yenileme, hayatta
kalma, anjiyogenez, gd¢ ve invazyon dahil olmak iizere kanser kok hiicrelerinin
anormal regiilasyonu yoluyla bircok insan kanserinin baslamasit ve ilerlemesi ile
yakindan baglantilidir. Sonic Hedgehog (Shh) sinyal yolagi, erken embriyonik
donemdeki hiicrelerin biiylimesi ve diizenlenmesi gibi gelisimsel siire¢ sirasinda kilit

olaylar1 diizenleyen en Onemli aglardan biridir. Hedgehog (Hh) yolagiin
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anlagilmasindaki baslica 6nemli ilerlemeler, Hh geninin 1980'de Nobel o6diillii Eric
Wieschaus ve Christiane Niisslein-Volhard tarafindan Drosophila segmentasyonunun
genetik analizler ile tanimlanmasiyla elde edilmistir. Sonic Hh yolagi 3 hedgehog
ligandindan; yani, Sonic Hh (Shh), India Hh (Ihh), and Desert Hh (Dhh); membran
bagimli reseptor kompleksi olan patched reseptorii (PTCH) ve smoothened reseptorii
(SMO), ¢inko parmak proteinlerinin Kruppel ailesinin {i¢ iiyesi, yani glioma ile iliskili
onkojen homologlar1 (Glil, Gli2, Gli3) ve hedeflenen Hh proteinlerinlerinden olusur.
Timor hiicrelerinden veya stroma hiicrelerinden salinan glikoproteinler olan Hh
ligandlari, Hh (7q36.3) genleri tarafindan kodlanir. Ptch'e baglanan ligandlar yoksa
Smo, Ptch tarafindan bastirilir. Bununla birlikte, ligandlar Ptch'e baglandiginda ise, Smo
salinirak aktive olur ve daha sonra protein kinaz A, kazein kinaz 1 ve glikojen sentaz
kinaz-3B'yi aktive ederek Gli — SuFu kompleksinin fosforilasyonuna ve ayrilmasina
neden olan birincil siliyum igine hareket eder’. Serbest birakilan tam uzunluktaki Gli,
cekirdege dogru yer degistirir ve GLI1, PTCHI, siklinler D&E ve insiilin benzeri
biiyiime faktorii baglayici proteinler gibi bir dizi hedef proteini etkiler. Ug tiir Gli vardur:
Glil, Gli2 ve Gli3. Glil promotdr, Gli3 ¢cogu durumda bir baskilayicidir ve Gli2, Glil
ifadesini etkileyen iki yonlii bir diizenleyici olarak hizmet eder. Bu yolun inhibisyonu,
KKH'leri tamamen ortadan kaldirarak kanseri iyilestirmek igin terapotik stratejiye

katkida bulunabilir.

A. Hh olmadiginda B. Hh oldugunda
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Sekil 2. Memeli hiicrelerinde hedgehog sinyal yolagi igin basitlestirilmis model™

18



2.6.1. PTCH 1 (Patched 1)

Hh / SHH reseptorii, iki biliyiik ekstraseliiler loop ve iki biiyiik hiicre intraseliiler
loop’a sahip 12 gegisli bir transmembran proteindir. ki memeli PTCH (9q22) Patched]1
(PTCH1) ve Patched2 (PTCH2) olmak iizere 2 homologu tanimlanmistir. U¢ Hh
ligandma esit afinite ile bagladiklar1 ve SMO proteininin aktivitesini inhibe ettikleri
gosterilmistir. Insan Ptchl geni kromozom 9q22.3 iizerinde bulunur; 23 ekson icerir ve
1447 amino asitlik bir glikoproteini kodlar. Ptchl oOncelikle SHh proteinleri iireten
mezenkimal hiicrelerde ifade edilirken, Ptch2 deri ve testis epitel hiicrelerinde ifade
edilir. Ptch ve Hh proteinleri hiicre dongiisiinii iki sekilde diizenler. ilk olarak, Hh
ligand1 olmayan Ptch, siklin B1 ve sikline bagimli kinaz 1'den (CDK1) olusan
olgunlagsma tesvik faktoriinii (MPF) baglar. MPF'yi sitoplazmada baglamak veya
tutmak, aktivitesini engeller. Hh, Ptch'e baglandiginda, siklin B1 salinir ve hiicre
dongiisii devam eder. Ikinci olarak, Hh sinyal iletim yolagi, ayn1 zamanda hiicre

dongiisii ilerlemesini tesvik eden siklin D ve siklin E'nin transkripsiyonuna yol agar™.

2.6.2. SMO (Smoothened)

SMO (7q32), Frizzled (FzD) smifinin G-protein-bagh reseptorlerin (GPCR'ler) bir
iiyesi olan ve Hh sinyal yolaginin pozitif bir diizenleyicisi olarak islev gbren yedi gecisli
bir integral membran proteinidir. SMO, kiiciik molekiillii modiilatdrlere baglanan ve bu
nedenle Hh sinyal yolundaki SMO islevi i¢in vazgecilmez olan, ekstraseliiler sisteinden
zengin bir alana (CRD) sahiptir’’. Hh ligandinin baglanmasi ve Ptchl proteininin
degradasyonundan sonra Smo, PKA ve CK1 tarafindan fosforile edilirek endositozu ve
degradasyonu bloke edilir. Smo, Gli proteini nihai hedef oldugu, bir fosforilasyon

kaskadinda sitoplazmaya sinyal iletir*®.

2.6.3. GLI (Glioma- associated Oncogene 1)

Glioblastoma multiforme (GBM), yetiskinlerde en yaygin ve kotii huylu birincil
beyin tiimériidiir. Insan Gli (12q13) geni, kromozom 12'de (q13 ila q14.3) bulunur ve
glioblastoma multiforme (GBM) 50 kattan fazla gen amplifikasyonu nedeniyle 1987'de

Vogelstein tarafindan tanimlanmigstir. Gli proteinleri, hedef genlerin promotorlarina
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dogrudan baglanarak onlarin ifadesini diizenler®. Glil'in, G1 hiicre dongiisii ilerlemesi,
timor olusumu ve ilerlemesi gibi farkli hiicresel siireclerde yer alan hedef genlerin
promoter bolgesine baglanarak omurgalilarda SHH sinyalinin bir aracis1 oldugu
gosterilmistir Hh sinyallerinin 6tesinde, Glil aktivitesi ayrica Ras, Myc, Akt, p53 ve

PTEN dahil olmak iizere ¢esitli 6geler tarafindan diizenlenir®.

2.7. Kanser de Hedgehog Sinyal Yolaginin Rolii
Hh sinyal yolunun fonksiyon bozuklugu veya anormal aktivasyonu, Gorlin
sendromu olarak da bilinen bazal hiicre Smo, sendromu (BCNS), sporadik bazal hiicre
karsinomu (BCC), medulloblastomlar (MB'ler), rabdomiyosarkomlar, menenjiyomlar
gibi kanserler ile iligkilidir. Hh yolundaki bilesenlerin deregiilasyonu ile malignite
arasindaki dogrusal iligki nedeniyle tiimdr gelisimine katki yapan 3 sinyal yolagindan
biri haline doniistiirmiistiir®. Farkli kanser tiirlerinde anormal Hh sinyal aktivasyonu

i¢cin Onerilen {ic mekanizma bulunmaktadir.

2.7.1. Tip I - ligand bagimsiz sinyallesme

Tip I'de Hh sinyallemesinin ligand bagimsiz aktivasyonu, ligand yoklugunda Hh
sinyallemesinin yapisal aktivasyonuna yol agan ya Smo'daki aktive edici ya da Ptchl ve
Sufu'daki (Hh sinyal negatif diizenleyiciler) inaktive edici mutasyonlardan kaynaklanir.
Bu genlerin somatik mutasyonlari, sporadik BCC'lerde ve MB'lerde de bulunmustur.
Sporadik BBC, insanlarda en yaygin kanserdir ve hemen hemen tiim vakalar, Hh sinyal

yolunun yapisal aktivasyonuna yol agan bir gen mutasyonundan kaynaklanir®.

2.7.2. Tip II —ligand bagh otokrin / jukstakrin sinyallesme

Hh sinyallemesi ayrica ligand baglh otokrin / jukstakrin ile aktive edilebilir. Hh
yolu, hiicre-6zerk bir sekilde aktive edildiginden, Hh ligand1 ayn1 veya onu cevreleyen
timor hiicreleri tarafindan iiretilir ve alimir. Liganda bagimli otokrin / jukstakrin Hh
sinyal yolunun asir1 ekspresyonu mide, 6zofagus, pankreas, kolorektal®®, yumurtalik ve

endometriyal®, meme®, prostat®, akciger’, melanomlar®, gliomalar® ve diger

20



ekstrakiitan6z tiimorler dahil olmak {izere ¢esitli tiimorlerde bulunmustur. Hh ligandinin
asirt ekspresyonuna ek olarak, diger tiimorler yiiksek seviyede PTCHI1 ve GLI

ekspresyonu sergiler.

2.7.3. Tip III - ligand bagimh parakrin sinyallesme

Tip III sinyallesme, ligand bagimlidir ve parakrin sinyali kullanir. Parakrin Hh
sinyali normal embriyonik gelisim sirasinda onemli bir rol oynamasmna ve bir¢cok
dokunun biiylimesi ve siirdiiriilmesi i¢in gerekli olmasina ragmen, stromal hiicrelerdeki
Hh yolaginin parakrin aktivasyonu, prostat, pankreas ve kolon gibi ¢esitli kanserlerle de
iliskilendirilmistir. Yani, timor hiicreleri tarafindan salgilanan Hh ligandlari, timor
stromal hiicreler iizerindeki Ptchl reseptorlerine baglanir ve daha sonra Hh yolaginin
aktivasyonunu saglar. Bir geri bildirim dongiisiinde, stromal hiicreler (vaskiiler
endotelyal biliytime faktorii [VEGF], insiilin benzeri biiytime faktori [IGF], Wnt, PDGF
ve BMP) gibi parakrin biiylime sinyalleri salgilayarak tiimoér hiicrelerinin
proliferasyonlarmi ve farklilasmalarini destekler ve tesvik eder™.

Bunun yanisira yalnizca B hiicreli lenfomalar, multiple miyelomlar ve 16semiler
gibi hematolojik malignitelerde bulunan "Ters" parakrin sinyal modeli de
tanimlanmistir. Bu modelde tiimorler, dogrudan kemik iligi veya lenf diigiimii stromal
hiicrelerinden salgilanan Hh ligandi alir. Dolayisiyla, ters parakrin ligandina bagimli

kanserlerde stromal hiicreler, tiimér biiyiimesi i¢in elverisli bir mikro ortam saglar.”!

2.8. Kanser Kok Hiicrelerinde Hedgehog Sinyal Yolag:

Shh yolu kanser kok hiicrelerinin (KKH) diizenlenmesi ve kokliiliiklerinin
stirdiiriilmesinde rol oynamaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle ayni yolagi kullanan (Shh)
normal kok hiicrelerle benzerlik gosterir. Kronik miyeloid 16semi ve meme kanserinde
yapilan ¢aligmalar, Shh sinyalinin kanser kok hiicrelerinin korunmasi igin gerekli
oldugunu ve Shh yolaginin inhibisyonunun, kok hiicre ¢ogalmasinin ve yenilenmesinin
azalmasina neden oldugunu gostermistir. Son ¢alismalar, solid tiimorlerde KKH'lerde
Shh sinyalinin metastatik ilerleme ile iliskili oldugunu, pankreas ve kolorektal

kanserlerde KKH'lerin epitel-mezenkimal gegisi tetikledigi gosterilmigtir’.
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2.9. Melanoma

Malign melanom, cilt kanseri ile iligkili 6liimlerin birgcogundan sorumlu olan
oldukca metastatik bir kanser tiiriidiir. Insan solid tiiméorlerinde kanser kok hiicrelerinin
(KKH) kesfedilmesi ile, normal melanositlerin biyolojisi ve neoplastik doniisiimii
hakkinda agiklanamayan bazi olaylarin daha iyi anlagilmasina neden olmustur.

Cogu metastatik karaktere sahip melanoma hastalari, mevcut tedaviye istenen
cevab1 verememekte olup daha etkili tedavilerin gelistirilmesi i¢in yeni yaklagimlara
olan ihtiyac1 giindeme getirmistir.

Bazi kanser tiirlerinin kemoterapi ve radyoterapiye direngli olmasi, tiimor
dokusunda sadece uygulanan tedavi stratejisinin se¢ilim baskisiyla ortaya ¢ikan klonal
hiicre secilimi ile agiklanamayacagini ayn1 zamanda KKH’lerinin de ilag¢ direncinde
alternatif bir mekanizma olarak goéz oOniinde bulundurulmasi gerekliligini ortaya
cikarmistir. Kanser kok hiicreleri, normal kok hiicrelerle sinyal yolaklar: da dahil olmak

iizere (Wnt, Notch ve hedgehog) baz1 onemli 6zellikleri paylagsmaktadir.

2.9.1. Melanoma Kanseri Epidemiyolojisi
Metastatik melanom, 6liim orani oldukca yiiksek bir hastaliktir. Amerika Birlesik

Devletleri’'nde 1950-2007 yillar1 arasindaki melanoma insidanst erkeklerde 17 kat
(1,9/100.000°den 33,5/100.000’¢), kadinlarda 9 kat (2,6/100.000°’den 25,3/100.000°¢)
artmistir. 2013-2017 yillar1 arasinda yeni melanoma vakalar1 yilda erkek ve kadinlarda
22.7/100.000°dir. 2014-2018 yillar1 arasindaki kadin ve erkeklerde ki 6liim oranlar1 ise
2.3/100.000°dir. 2017°de Amerika Birlesik Devletleri'nde melanom ile yasayan
1.245.276 kisi bulundugu tahmin edilmektedir.

2020 yilindaki tahmini vaka sayis1 100,350 ve bu oran tiim kanser vakalarinin
%S5.6 si kapsarken, tahmini 6liim sayis1 6,850 ve tiim kanser 6liimlerinin ise %1.1” ini

kapsamaktadir”.
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Saglik Bakanligi verilerine gore iilkemizde melanom goriilme siklig1 erkelerde
1,7/100,000 ve kadinlarda 1,2/100,000 olarak bildirilmistir’.
Melanom, tiim cilt kanserlerinin % 10undan azini olustururken, cilt kanserine

bagli oliimlerin% 75'inden fazlasindan sorumludur”.

2.9.2. Melanoma kanseri patalojisi ve molekiiler mekanizmasi
Melanositler, cildin {ist katmaninda bulunan deri hiicreleridir. Ortalama bir insanin

cildinde yaklasik 3 milyar kutandz melanosite karsilik gelen, insan epidermisinin
milimetrekaresi basina yaklasik 1500 melanosit vardir. Melanositler, bazal epidermis
icinde bir azinlik hiicre popiilasyonunu temsil eder ve seyrek olarak boliiniirler (yilda iki
defadan az)”. Ana islevleri, komsu Keratinositlerine melanin pigmenti saglamaktir.
Cogalmalar1 ve pigment iiretimi, daha sonra p53'e bagl bir sekilde a-melanosit uyarici
hormon (aMSH) salgilayan keratinositlere UV radyasyonunun neden oldugu DNA
hasar1 ile uyarilir’®. aMSH, melanositler iizerinde ifade edilen ve melanositlerin
keratinositlere ilettigi melanin sentezini indiikleyen melanokortin 1 reseptoriine
(MCI1R) baglanir. Melanin, UV radyasyonunu dagitan ve absorbe eden kompleks bir
makromolekiildiir ve epidermal keratinositler, ¢ekirdeklerini UV radyasyonunun neden
oldugu DNA hasarindan korumak i¢in kullanir. Epidermal melanositler, UV kaynakli
DNA hasarma karsi savunma sisteminin bir pargasidir. Melanom, UV radyasyonu

nedeniyle yanma veya bronzlagmadan kaynaklanan DNA hasari, melanositlerdeki
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degisiklikleri (mutasyonlari) tetiklediginde ve kontrolsiiz hiicre biiylimesine neden
oldugunda olusur”.

Melanosit hiicrelerinden koken alan melanomalar, hiicresel oldugu kadar
molekiiler diizeyde de farklilagmakta ve bu durum terapi yaklagimlarini etkilemektedir.
Primer kutandz melanom ameliyatla tedavi olasiligi bulunmasma ragmen, ilerlemis
metastatik melanom tek basina ameliyatla tedavi edilemez ve bu nedenle daha iyi
terapotik yaklagim gerektirir. Melanom hastalarinin terapotik yonetiminde karsilasilan
asirt zorluklar, daha etkili tedavi segenekleri bulma umuduyla malign melanomun
molekiiler patogenezini aydinlatmak i¢in biiyiik 6lgekli ¢abalara yol agmistir. Melanom
hiicrelerinin digerlerine gore biliyiime ve hayatta kalma avantajina sahip olmasina izin
veren spesifik molekiiler degisikliklerin belirlenmesi, melanoma hastalarinin
prognozunu iyilestirebilecek daha etkili hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine izin
verebilir.

Melanom ailelerinde iki gen kesfedilmistir: 9p21 kromozomunda CDKN2A (p16)
ve kromozom 12'de CDK4. Bir tiimor baskilayici gen olan CDKN2A hiicre dongiisii
regiilasyonunda ve yaslanmada ¢ok Onemli bir rol oynar. CDKN2A genindeki
mutasyonlar, ailesel melanoma duyarlilik saglar. Sporadik melanomlarda kismen veya
tamamen pl6 ekspresyonu kayb1 da tanimlanmistir. MC1R (Melanokortin 1 Reseptorii)
ve DNA onarim genleri gibi diger genler, genel popiilasyonda melanoma duyarliliginin
belirlenmesinde daha dnemli olmas1 muhtemeldir’.

B-Raf Caligmalari, tim melanom vakalarinin yaklasik% 40-60'inin aktive B-Raf
mutasyonu sergiledigini gostermistir. B-Raf, hiicre biliyiimesini ve proliferasyonunu
destekleyen RAS-RAF-MEK-ERK kinaz yolunun bir pargasi olarak bir serin / treonin
protein kinazi kodlayan bir proto-onkojendir. Normalde B-Raf, biiylime sinyallerine
yanit olarak bagka bir RAF kinaz ile homo- veya heterodimerizasyona katilir. Bununla
birlikte, aktive edici bir mutasyon, B-Rafin kendi kendine yeterli ve siirekli olarak
aktive olan bir monomer olarak hareket etmesine yol acar. Sonug¢ olarak, kontrolsiiz

hiicre ¢ogalmasi, tiimor gelisimi ve bilyiimesinde rol oynayabilir™.
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2.10. Metastatik Melanoma

2.10.1. Melanom metastazlarinin olusumu

Melanomlar, hiicreleri birincil tiimoriin lokal bolgesinin 6tesine yayildiginda ve
diger dokular1 kolonize ettiginde metastatik olarak adlandirilir. Bir¢ok solid tiimore
benzer sekilde, melanom metastazlar1 genellikle ilk olarak birincil timdriin bosaltma
alanindaki lenf diigimlerinde ortaya ¢ikarken, i¢ organlari iceren uzak metastazlar daha
sonra ortaya ¢ikma egilimindedir. Bu kavram, metastatik yayilmanin seri olarak primer
tiimorden bolgesel metastaza ve nihayet uzak metastazlara dogru ilerledigi varsayimina
yol agmustir™. Metastaz sirasinda, tiimor hiicreleri ALCAM, VE-cadherin, L1-CAM,
integrin B3, ICAM-1, E-cadherin ve N-cadherin gibi bazi adezyon molekiillerini
kaybeder veya kazanir. Malign melanom, hayatta kalma siiresi 5 yi1ldan az olan oldukca
metastatik bir hastaliktir. Cogunlukla akcigerlere metastaz yapar ve ayrica diger i¢
organlar1 da etkiler. Cesitli klinik raporlar, bolgesel lenf nodu metastazinin melanomlu
hastalar i¢in sonucun bir belirleyicisi oldugunu ileri siirmektedir. Bolgesel lenf nodu
metastazinin varhigi, yaygin olarak sistemik ve adjuvan tedavinin bir gdstergesi olarak
kullanilir. Bununla birlikte, potansiyel niiks etmesinin riski, timorlerin heterojen dogast
nedeniyle her bireyde biiyiik Ol¢lide degisir. Al Dhayb ark. ve Rappa ark. malign
melanom gelisiminde CD133" KKH'lerin varligini1 ve lenf diigiimlerinde, akcigerde ve/
veya diger i¢ organlarda metastaz yapma potansiyellerini gostermislerdir. Bu hiicreler,
KKH'lerin kemodireng yetenegi ile iliskilendirilebilen diisiik diizeyde proliferatif yapici
Ki-67 belirtecini eksprese etmistir®*?. Fusi ve arkdaslar1 CD133'iin, dolasimdaki
melanom hiicrelerinde Nestin ekspresyonu ile sagkalim arasinda dogru bir iligki
oldugunu  goézlemlediler®. Invazyon sirasnda tiimdr hiicreleri, epigenetik
modifikasyonlar araciligla farkli fenotipik degisiklikler sergiler. Calismalar, EZH2,
H3K4me2 ve H3K27me3'lin birlikte ifadelerinin potansiyel KKH 6zellikleriyle iligkili
olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, tiimdriin invazif bolgesinde EZH2, H3K4me2
ve H3K27me3 ekspresyonlar1 6nemli 6l¢iide artmistir. Bununla birlikte, bu molekiillerin
ekspresyonlari, birincil melanom vakalar1 olan hastalara kiyasla metastatik bolgelerde
daha az oldugu gosterilmistir®. Tim bu sonuglar, KKH'lerin metastatik lezyon

olusumunda ve tiimor rekiirrensinde rol oynadigini gostermektedir.
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2.11. Melanoma Kok Hiicresi

Melanom, melanositlerden kaynaklanan heterojen bir cilt kanseridir ve ileri
asamalarinda kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviye direng olusturmasiyla iinliidiir. Bu
heterojenligi agiklayan bir teori, kanser kok hiicre hipotezidir. Kanser kok hiicreleri
kendi kendini yenileme ve farklilasma yetenekleriyle tanimlandigindan, melanom kok
hiicreleri (MSC'ler) ayrica malign melanom baslatan hiicreler olarak da adlandirilir. Ilk
kez melanom kok hiicrelerinin varligt 2005 yilinda Fang ve arkadaslar1 tarafindan
bildirilmistir. Bu MSC'ler, normalde olgun B lenfositlerinin bir belirteci olan CD20
ylizey belirteci agisindan zengin olmasi, bir kokliiliik belirteci olarak melanom
hiicrelerinin kendi kendini yenileme ve farklilasma yetenegine sahip oldugunu ortaya
cikarmustir®. Nitekim bazi ¢alismalar da, kemo direngli melanom hiicrelerinin veya
klinik 6rneklerin, CD133 ve ABCG2 dahil olmak iizere bir dizi kok hiicre belirtecini
asin ifade ettigini gostermistir’. 2008'de Schatton ve arkadaslar1 tarafindan melanom
kok hiicreleri i¢in kabul edilen ilk fonksiyonel biyobelirte¢ olarak ilag direnci sagladigi
bilinen bir ABC tasiyici proteini olan ABCB5'i gosterildi**. Bundan sonra MSC'ler igin
CD133, CD271 ve ALDH dahil birgok baska belirtecler de kesfedildi®****’. Oysa, daha
onceki ¢aligmalar, melanom kok hiicrelerinin CD20, CD133 ve MDRI1 gibi belirteglerin
ekspresyonuna dayali olarak karakterizasyonunu saglamaktaydi*. Ayrica, Nordvig ve
ark. CD133" keratinositlerin, melanom dis1 deri kanserinde klinik etkileri olabilen
yliksek mitokondriyal potansiyel sergiledigini bildirmistir®. Daha yakin zamanlarda,
Kumar ve ark. CD133" melanoma spesifik KKH'lerin in vivo kosullar altinda uzun
vadeli tiimorijenik potansiyeli korudugunu gostermislerdir’.

CDI133 birgok kanserde yaygin bir sekilde kanser kok hiicre belirteci olarak
kullanilan prominin 1 (proml) olarakta bilinen bir pentaspan transmembran
glikoproteinidir. CD133, beyin, yumurtalik, karaciger, prostat, pankreas ve kolon dahil
kanserlerden izole edilen kanser kok hiicrelerinde ve melanomlarda ifade edilir. CD133
(+) ve diger kanser kok hiicrelerinin niiksetme ve azalmis hayatta kalma konusunda
kritik bir rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir. Ve melanomun fare modellerinde basar ile bir
anti-kanser bileseni olarak ilgi cekmistir®’.

Kutan6z melanom, PI3K / Akt / mTOR, p16 / CDK4Rb, Wnt ve / veya p53'teki
degisikliklerle birlikte MAPK yolagindaki siiriicii mutasyonlariyla iliskilidir. B-Raf-

mutant melanom, kombinasyon halinde mutant B-Raf ve MEK inhibitorleri kullanilarak
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hedeflenen terapi ile tedavi edileblecegi gosterilmistir. MEK inhibisyonu, in vitro ve in
vivo olarak N-Ras mutasyona ugramis melanomlar i¢in de etkili olabilir®.

Bu bulgulara dayanarak, melanomlarin heterojenlige ve tiimorijeneze katkida
bulunan bir kok hiicre alt popiilasyonunu igerebileceginden yola ¢ikarak, kok hiicre
poptilasyonun hedeflenmesi melanomlar i¢in etkili tedavilerin Oniinii acabilme

kapasitesi tasir.

2.12. Melanoma kanseri ve Hedgehog Sinyal Yolag:

Cilt kanseri, diinya genelinde sik goriilen bir kanser tiirii olup goriilme siklig
heryil artmaktadir. Shh sinyalinin cilt (deri) gelisiminin ¢esitli asamalarinda belirli
temel siiregleri diizenlemesinin yanisira epitelyal-mezenkimal etkilesimi de diizenler.
Memeli epidermisi, epidermal kok hiicreler olarak bilinen bir keratinosit alt
popiilasyonunun siirekli ¢cogalmasiyla korunur.

Hh sinyalinin insan kanserlerindeki roliine dair goriislerin cogu BCC (basal
hiicreli karsinoma) iizerindeki calismalardan gelmis olmakla birlikte, son kanitlar, Hh
yolagimin aktivasyonuyla olusan melanom ile SCC (skiilamoz hiicre karsinoma) dahil
olmak tizere diger insan cilt kanseri tiirlerinde de O©nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Hh sinyal iletimi, invazif davranisin kazanilmasina katkida bulunarak
melanomun ilerlemesinde de rol oynar. Yiiksek Gli2 ekspresyonuna sahip melanom
hiicreleri, diisiik Gli2 ekspresyonuna sahip hiicrelere gore kemik kaybi ve kemige
metastaz yapma ile baglantili invazif ve metastatik bir fenotip ile karakterize edilir.
Gli2, promoterine dogrudan baglanarak MITF-M'yi (Mikroftalmi ile iligkili
transkripsiyon faktorii tip M) baskilar ve melanositik farklilasma markdorlerinin kaybina
katkida bulunur”. Glil dogrudan osteopontini indiikler ve bunlarin yiiksek ekspresyon
seviyeleri, insan melanomunda tiimor ilerlemesi ve metastaz ile iliskilidir®'. Benzer
sekilde, uveal melanom hiicre hatlarinda Hh sinyallemesinin inhibisyonu, hiicre
canlhiligini, epitelyal-mezenkimal gegisi ve anjiyogenezi azalttigi gosterilmis®.

Shh sinyal yolu, ciltteki kok hiicre popiilasyonunu diizenleyen énemli bir yoldur.
Shh yolu ile baglantili bu 6zellik, cilt kanseri dahil olmak {izere cesitli cilt
hastaliklarinin tedavisi i¢in yeni terapétiklerin gelistirilmesi lehine kullanilabilecek

potansiye sahiptir. Bu yolagin anormal aktivasyonu, artmis proliferasyon ve ardindan
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deri ve diger dokularda neoplazi gelisimi ile iliskili oldugundan, yolaga spesifik giiclii
inhibitdrlerin gelistirilmesi, Shh yolagina bagli neoplazmalar i¢in basarili terapotik

miidahale saglamada yardimci olabilir.

2.13. Ornidazole
Ornidazole, ameoba ve trichomonas enfeksiyonlarinda kullanilan bir
nitroimidazol antiprotozoal ajandir”. Bu nedenle, bagirsak amebiazi, amibik karaciger
apseleri, anaerobik enfeksiyonlar, Crohn hastaligi, duodenal iilserler, giardiasis, cerrahi
profilaksi, trichominiasis ve vajinitis gibi ¢esitli klinik durumlarin tedavisinde
kullanilir’®. Protozoal ve anaeroblarin hiicresine pasif difiizyon ile girer ve hiicre
DNA'sina baglanir, DNA sarmalinin destabilizasyonu&iplik kirilmas: ve DNA sentezini

inhibe ettigi gézlemlenmistir®™.

Sekil 4. Orniazole’un kimyasal yapisi

Yeni bir ilag gelistirmek milyar dolarlara mal olabilecegi bir zamanda, mevcut
ilaglarin yeniden kullanimi fikri olduk¢a cazip olmakla birlikte Hh sinyal yolag1 bir¢ok
kanser ¢esidinde aktive edilir ve bu nedenle yeni anti kanser ajanlar i¢in ilgi ¢ekici bir

hedef olusturmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Arac ve Gerecler
Bu calismada kullanilan kimyasal malzemeler, cihazlar ve teknik malzemeler
temin edildikleri firmalarla birlikte asagida verilmis olup, arastirma Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda yapilmistir. Calismamizda
kullandigimiz Swiss albino fareler Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu, 26.02.2018 tarihli kararla etik kurul belgesi alindi.

Kimyasal Malzemeler

*  Trypan Blue (VWR Life Science)

*  Besi Yeri (DMEM- Gibco)

«  DPBS (Gibco)

*  Tripsin (Gibco)

MTT (Thiazolyl blue tetrazollum bromide) - (VWR Life Science)
*  SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) -Fisher Bioreagents

. IM Tris- HCI pHS8 ( Tris Hydrochloride 1M Solution- Fisher Bioreagents)
*+  ddH20 (AMBION)

»  Kiristal viyole ( Fisher Scientific)

*  Metanol ( Fisher Scientific)

*  Sodyum Klorit (Fisher Chemical)

»  Triton X-100 (Fisher)

*  Tris Hydrochloride (Fisher)

«  BSA(Sigma)

*  Trizol (Thermo Fisher Scientific)

*  Kloroform (Fisher)

«  Izoproponol (Fisher)

*  PE Anti-CD133 antibody (Biolegend)

3.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
Steril Kabin (Thermo Fisher Scientific)
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*  CO; inkiibatorii (Thermo Scientific HERAcell vios 1601)
«  Invert Mikroskop (leica)

*  Santriftyj (Eppendorf)

*  -20 (Fisher Scientific)

*  -80 (Thermo Sientific)

*  Mikrosantrifiij (Eppendorf)

*  Plate okuyucu (biochrom)

*  Thermal Cycler (BioRad)

*  Real Time PCR cihaz1 (Appliod Biosystem)
*  Vortex (VWR)

*  Flow stometri (BD FACSAria III)

3.3. Yontemler

3.3.1.Melanoma Hiicre Hatlarimin Hazirlanmasi
Calismamizda hizhi gelisen ve metastatik bir tip olan B16F10 melanoma hiicre hatti
kullanildi. BI6F10 melanoma hiicre hattinin T75 flask icerisindeki DMEM besiyeri
iizerine ekimi yapildi. Bu hiicre hatti, %10 fetal sigir serumu, 20 mM glutamin, penisilin
ve streptomisin ilave edilmis Dulbecco modifiye edilmis Eagle mediumunda (DMEM)

37 °C, %5 CO,, nemlendirilmis atmosferde kiiltiire edildi.

3.3.2. Hiicre Canlilik Testi: Kristal Viyole Boyama

= 12 kuyusu olan plakalara 3’lii tekrar olacak sekilde uygun miktarda hiicre
ekildi.

= 12 kuyulu plakalara 70000 hiicre ekildi.

= Plakalar 1 giin siire ile 37 °C, %5 CO, ortamima sahip inkiibatorde
inkiibasyona birakildi.

= 24 saat sonra Ornidazole uygulamasi yapild1 ve 37 °C, %5 CO, ortamina
sahip inkiibatérde inkiibasyona birakildi.

=  Yeterli yogunluga ulasan hiicreler (48 saat sonra) iki kere PBS ile yikandi.
= Her bir kuyucuga 300- 500 pl kristal viyole eklendi. Plakalar 30 dakika oda
kosullarinda inkiibe edildi.
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Kristal viyole soliisyonunun hazirlanist:

0.5g kristal viyole tozu (Fisher Scientific)

80ml distile H,O

20ml metanol (Fisher Scientific)

Kristal viyole distile suda ¢Oziiniir iizerine metanol eklendi. Boya karanlikta
oda sicakliginda 2 ay saklanir.

Boyay1 ortamdan uzaklastirmak icin iki kere PBS veya distile su ile yikama
yapildi. Plakalar kurumaya birakildi.

Verilerin degerlendirilmesi: Plakalar kuruduktan sonra fotograflari ¢ekildi.
Elde edilen fotograflardan Adobe Illustrator CS4 Programi ile hiicre
yogunlugu hesaplandi.

3.3.3. Hiicre Canhlik Testi: MTT

Hiicre sayim cihazi ile hiicre sayimi yapildi yapildi.

10000 hiicre uygulanacak her doz i¢in 3’lii tekrar1 olacak sekilde 96 kuyulu
plakalar’a ekildi.

Plakalar 37°C, %5 CO, ortamina sahip inkiibatorde 1 giin siire ile biiylimeye
birakildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra ila¢ uygulamasi yapildi ve kullanilan ilaca
bagli olarak plakalar 1-3 giin boyunca inkiibatoérde bekletildi.

Belirlenen bekleme siiresi tamamlandiktan sonra her kuyucuga 10 pl
Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) eklendi.

MTT boyas1 5g/ml olacak sekilde PBS’te hazirlandi ve filtreden gegirildi.
Boya eklendikten sonra 96 kuyucuklu plakalar 37 °C’ de %5 CO, ortaminda 4
saat inkiibe edildi.

(Coziintirlestirme soliisyonu: 10 ml %20 SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), 200
pl IM Tris- HCI pH8 (Tris Hydrochloride 1M Solution), 9.8 ml ddH,O olacak
sekilde hazirlandi.

4 saatlik bekleme siiresinin sonunda boyanin iizerine 100 pl ¢oziiniirlestirme

soliisyonu eklenidi.
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» Yaklasik 12 saatlik inkiibasyondan sonra plate okuyucuda 590 nm’de
absorbans degeri olgiildii.

= Verilerin degerlendirilmesi:

Canli hiicrelerin yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplandi:

100x (6rnek absorbans degeri- blank absorbans degeri/kontrol absorbans degeri-
blank absorbans degeri)

Ornek: hiicre+besi yeri+ ila¢ uygulamasi+ MTT+ ¢oziiniirlestirme soliisyonu
Kontrol: hiicre+besi yeri+ MTT+ ¢oziiniirlestirme soliisyonu

Blank: besi yeri MTT ve ¢Oziiniirlestirme soliisyonu i¢eren grup

3.3.4.Hiicre Gocii Testi: Yara agma deneyi (wound-healing assay)

= 6 kuyusu olan plakalara 3’lii tekrar olacak sekilde uygun miktarda hiicre
ekildi.

= 6 kuyulu plakalara 80000 hiicre ekildi.

= Plakalar 1-2 giin siire ile 37°C, %5 CO, ortamina sahip inkiibatdrde
inkiibasyona birakildi.

=  Yeterli yogunluga ulasan hiicreler, PBS ile yikandiktan sonra %0.05 FBS’li
besiyerinde 37°C , %5 CO, ortamina sahip inkiibatorde 16 saat inkiibasyona
birakildi.

= Ardindan streril 200 pl pipet ucu ile vertikal olacak sekilde boydan boya yara
acildi. Ardindan %0.05 FBS’li besiyerinde ila¢ uygulamasi yapildi ve
mikroskop altinda 0. Saat olarak fotograflandi.

= 8. ve 24. saat sonra hiicre gociinli fotograflamak i¢in inverted mikroskop
kullanildi.

®  Yara alanini hesaplamak icin Imaj J progrrami kullanildi.

3.3.5.DNA hasarinin belirlenmesi tek hiicre jel elektroforezi- Comet Deneyi

Tripsinize edilen hiicreler ependorfa aktarildi. 1000 rpm’de 5 dk santrifiij

ettikten sonra pellet atild1 ve tizerine 50 pl PBS konuldu.

32



= Ardindan 100 pl hiicre-100 pl LMA ie karistirilarak igerisinden 100 pl ¢ekildi
ve | giin 6ncesinden NMA ile kaplanan lamlar {izerine yayildi.

= Lamel ile lizeri kapatilarak 15 dk + 4°C’de bekletildi.

= Daha sonra + 4°C’den ¢ikarilan hiicrelerin tizerinden lameller ¢ekilerek + 4°C’de
1 saat lizis soliisyonuna konuldu.

* Ardindan elektrofrez tankina yerlestirilen lam’larin {izerine -elektroforez
soliisyonu dokiildii.

= Elektroforez c¢alistirllmadan oOnce tankin iizerine 15-20 dk buz akiisi
konulduktan sonra 25 V 20 dk yiirttiildii.

= Elektroforezin ardindan + 4°C’de 15 dk nétralizasyona konuldu.

= Notralizasyondan alinan lamlar + 4°C’de 10 dk %96’°lik ethanolde bekletildi.

= Daha sonra oda sicaklifinda 10 dk boyunca kurutma kagidinin iizerinde
kurumaya birakildi.

= Ethidium Bromide ile boyamanin ardindan hiicreler floresan mikroskopta

degerlendirildi.

3.4. CD133 Kok Hiicrelerinin izolasyonu

3.4.1.Manyetik aktive hiicre ayirma Sistemi (FACs) ile Hiicrelerin Sorting
edilmesi:
CD133", CD133" alt-gruplar1 izole edilmek istenen CD fenotip hiicreleri, B16F10

hiicre hatlarindan sorted edildi.

= Kiiltlire edilen B16F10 hiicreleri tripsin ile toplanip eppendorf tiiplere transfer
edildi.

= 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edildikten sonra hucreler 1 ml PBS ile yikanip
yine 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edildi.

=  PBS ortamdan uzaklastirildi ve hucreler buz iizerinde anti-CD133-PE
antikoru (biolegend) iceren (1:100 diliisyon) 300 mikrolite FACS
tamponunda (PBS+10% FBS) 30 dakika bekletildi.
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=  Daha sonra 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edilip antikor iceren tampon
uzaklastirildi ve yerine 300 mikrolitre FACS tamponu eklenip FACS Aria III

ile hiicre saflastirma sisteminde analiz edilerek hiicreler saflastiriimistir.
Ayirma isleminden sonra CD133" ve CD133" hiicreleri santrifiij edildi, yikand1 ve
taze DMEM (GIBCO,USA) ortamu ile yeniden siispanse edildi. Kiiltiir ortami iki giinde
bir degistirildi ve inverted faz kontrast mikroskobu altinda 0 saat, 24 saat, 48 saat ve 72

saatte hiicre proliferasyonu gozlendi.

3.5. Timor Hiicresi Enjeksiyonu icin kanser hiicrelerinin hazirlanmasi ve
hiicrelerin farelere verilmesi

=  Unsorted, CD133" ve CD133"alt gruplari kiiltiire edilip yeterli sayiya
ulastiktan sonra Tripsin muamele edilip hiicreler toplanda.

=  Enjeksiyon yapilacak olan bolge az miktarda etil alkolle silinerek hem
tilylerin yapisip derinin daha kolay gdriinmesi sagland1 hemde enjeksiyondan
sonra farelerin bolgeleri agizlariyla tahris ederek enjekte hiicreleri disar
cikmaya zorlamalar1 6nlemeye ¢alisildi.

»  Hiicrelerin sayilmasinin ardindan 8 haftalik Swiss albino erkek farelere 5x10°
hiicre deri altlarina enjekte edildi.

=  Melanoma hiicre hatt1 enjeksiyonunun ardindan fareler belirtilen kosullarda
(12:12; karanlik:aydinlik, 21-22 °C, %40-60 nem) yetistirilmeye devam edildi
(6 hafta boyunca) bu sirada olusan tiimor boyutlar1 haftada iki kere kapiler
(Vernier Calipers) yardimiyla 6l¢iildii.

*  Tiimér boyutu 100 mm®e ulastiktan sonra, intraperitonal olarak (i.p.)
Ornidazole (Sigma, Germany) (80 mg / kg viicut agirlig1) enjekte edildi (i.p)
(12 giin boyunca) ve tiimdr hacimleri 6l¢iildii. Hem kontrol gruplart hem de
tedavi uygulanmis olan fareler sakrifiye edildi.

=  Timorler ¢ikarildi ve fotograflandi.
»  Timor hacimleri V = uzunluk x genislik2 / 2 kullanilarak 6l¢iildii.
= Tiimor boyutundaki degismeler ile ilgili temel istatistiksel analizler Excel

(Microsoft) veya GraphPad Prism software (Graphpad) kullanilarak
yapilmistir.
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Sekil 5. Hazirlanan melanoma hiicre soliisyonu insiliin enjektdriiyle farelere verildi.

3.6. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi
llgilendigimiz genlerin ekspresyon miktarlar1 SYBR green metodu ile RT- PCR
(reverse transkriptase polymerase chain reaction) yontemiyle belirlendi. Housekeeping

gen olarak B-Actin kullanildi.

3.6.1.  Trizol ile RNA izolasyonu:

= 50-100 mg doku buz iizerinde ependorf veya petri kabinda 500 pl trizol
eklenerek homojenize edildi. Ardindan 1 gece boyunca -20°C’de bekletildi.

= | gece bekletilen dokularin tizerine 500 pl trizol eklenerek iyice homojenize
edildi.

=  Ardindan buz iizerinde 15 dk inkiibasyona birakldi. Bu sirada her 5 dk da bir
vortekslendi.

= 14000 rpm de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

= Siipernatant baska bir ependorfa aktarilarak tizerine 200 ul kloroform eklendi.

®  Ardindan 15 sn vorteks yapilarak 10 dk buz tizerinde bekletildi.

»  Siipernatantin saydam olan kisminin %70 i baska bir tlipe aktarilarak iizerine
1:1 hacimde izoproponal eklendi.

= Vorteks yapilarak 10 dk buz iizerinde bekletildi.

= Ardindan 14000 rpm de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

®  Daha sonra siipernatant kisim atilarak plakalara 1mL %75 DEPC-etilalkol
eklenerek pipetaj yapildi.

35



»  Vortekslenerek 14000 rpm de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

=  Siipernatant atilarak, pellet 6 dk buz iizerinde oda sicakliginda hafif nemli
kalacak sekilde kurutuldu ve DEPC (dietil pirokarbonat) suda ¢ozdiiriildii.

®  Ardindan buz iizerinde ependorflarin agzi acik bir sekilde 15 dk bekletildirek
pipetaj yapildi.

= RNA miktar1 nanodrop ile dl¢tildi A260\280 degeri 2 ve 2’ye yakin ¢ikan
RNA’lar -20°C’de sakland.

3.6.2. RNA’dan cDNA Eldesi:
= RNA’dan cDNA (complemantary DNA) elde edebilmek icin Applied
Biosystems High Capacity ¢cDNA kiti kullanildi. Reaksiyon asagidaki
asamalara uygun olarak buz iizerinde gergeklestirildi.
=  Kit bilesenleri buz lizerinde ¢ozdiirtildii.
= 20 pl reaksiyon i¢in 2ug RNA kullanildi.
= Bilesenlerin volumii her bir o6rnek i¢in Cizelge 1°de belirtildigi gibi

hesaplandi.

Cizelge 1. cDNA kiti bilesenleri ve kullanilan miktarlar

Bilesen Bilesen
Voliimii\Reaksiyon (ul)

10x RT tampon 2.0

25x ANTP (100mM) 0.8

10XRT rastgele primer 2.0

MultiScribe Revers Transkriptaz | 1.0

Niikleaz igermeyen H,O 4.2

Her bir reaksiyon toplam1 10.0

= Her bir tiipe 10yl RNA 0Ornegi eklendi. Reaksiyonlar PCR tiiplerinde
hazirlandiktan sonra vortex ve kisa siireli santrifiij yapildi.

=  PCR kosullar1 termal cycler’a ¢izelge 2 de belirtildigi gibi ayarlanda.

36



*  Ornekler uzun siireli kullanim igin -20 °C’de saklandu.

Cizelge 2. Revers transkripsiyon reaksiyonunun agsamalar1

1.Asama 2.Asama 3.Asama 4.asama
Sicaklik 25°C 37°C 85 °C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 00

3.6.3. Real Time PCR asamasi
= SYBR green boyasi kullanildi.

= Her bir 6rnek i¢in 3 reaksiyon hazirlandu.

= Bilesenlerin voliimii her bir 6rnek i¢in Cizelge 3’de belirtildigi gibi

hesaplandi.

Cizelge 3. Real Time RT-PCR reaksiyonunun bilesenleri ve miktarlari

Bilesen

Bilesen Voliimii/Reaksiyon pl

SYBR green master mix

12.5 ul

Reverse+Forward Primer

2.5 pul (10 pM forward +reverse
primer karisimindan)

cDNA 1 ul (2 pg RNA ile hazirlanan cDNA’
dan)

Niikleaz igermeyen H,O 9ul

Her bir reaksiyon toplami 25 ul

» Reaksiyonlar 96 kuyucuklu plakalar’lara aktarildi. Uzeri adheziv film ile

kapatilan plaka real time pcr reaksiyonu gerceklestirmek iizere Applied

Biosystems StepOnePlus RT-PCR cihazina aktarildi.
=  RT-PCR dongiileri Cizelge 4’de belirtildigi gibi ayarlandi.
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Cizelge 4. RT-PCR i¢in kullanilan 1s1 dongiisii

Asama Sicaklik (°C) Zaman(dd: ss)

50 2:00

Hold 95 10:00
Dongii 95 0:15
(40 Déngii) 60 1:00
95 0:15
. 60 1:00
Melting Curve 05 0:30
60 0:15

3.6.4. Real Time Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi:

Ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in Threshold Cycle (CT) veya crossing
points (Cp) degerleri arasindaki farkliliklar ol¢iiliir. Esik-deger dongii (Threshold Cycle
= CT) degeri bize; iirlindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1 belirtir. CT; sistem
basladigindan itibaren, {listel oranda iiriin olusmasi ve logaritmik lineer faza gegis
noktasidir. Gen ekspresyon diizeylerini belirlemek icin ACt yontemi kullanildi.

Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak degerlendirildi:

ACt= Ct hedef gen- Ct referans gen
AACt= ACt muamele edilen- ACt kontrol

Ratio= 2744

3.7. ELISA Deneyi

3.7.1.Doku Homojenizasyonu

= -80 °C’den cikarilarin dokularin iizerine 200 pl hazirlanan homojenizasyon
sivist eklendi. RIPA soliisyonu kullanilmadan 6nce 10 ml’ye 1 adet olacak
sekilde proteaz inhibitor tableti eklendi. Proteinaz inhibitorii olarak complete
Mini Protease inhibitor koktail tableti kullanildi.

=  Dokular sonifikasyon (3-4 sn) ile parcalandi ve 15 dakika buz {lizerinde
bekletildi. 10000 rmp ‘de 10 dk +4°C’de santrifiij edildi.
= Ardindan pellletler atildi ve siipernatantlar (yaklasik 100- 130 pl) yeni bir
tiipe aktarildi ve protein 6rnekleri- 80°C’de saklandi.
Cizelge 5. RIPA soliisyonu bilesenleri

| RIPA SOLUSYONU |

38



150 mM sodium chloride stok: SM 1500 pl
1.0% Triton X-100 stok: %100 500 pl
0.5% sodium deoxycholate stok: %10 2500ml
0.1% SDS (sodium dodecyl sulfate) stok: %20 | 250 ul

50 mM Tris Cl, pH 8 stok. IM 2500 pl
ddH-O 42,750 ml
Toplam 50 ml

3.7.2. Protein Miktarimn Ol¢iimii (Bradford Protein Assay)
Protein Miktar1 Bradford Assay kullanilarak ol¢iildii. Bradford Assay Protokolii
asagida belirtildigi gibi uygulandi.

= (Cizelge 6’da gorildiigii gibi farkl standartlar olusturuldu.

Cizelge 6. Protein dl¢limii i¢in standartlarin hazirlanmasi

Standart Su (nl) | BSA (10mg/mL) | Son Konsantrasyon pg/mL
1 495 S5ul BSA 100

2 250 250 pl standart 1 | 50

3 250 250 pl standart 2 | 25

4 250 250 pl standart 3 | 12,5

5 250 250 pl standart4 | 6,25

6 250 250 pl standart 5 | 3,125

7 250 250 pl standart 6 | 1

8 250 - 0

1. 1X stok Bio- Rad Protein Assay reaktifinden standart ile ornekleri igeren
kuyulara bu boyadan 200 ul eklendi.

2. Plakalar aliiminyum folyo ile kaplanarak 37 “C’de 10 dakika bekletildi.

3. Protein miktarin1 6lgmek i¢in plate okuyucu kullanildi. 595 nm dalga
boyunda Sl¢tim yapildi.

4. Sonugclar excell’de degerlendirildi.

3.7.3. Elisa Platelerin Hazirlanmasi ve Absorbans Olciimii
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» Kit igerisinden ¢ikan standarlar, standart 5 (12 ng/mL), standart 4 (6 ng/mL),
standart 3 (3 ng/mL), standart 2 (1.5 ng/mL), standart 1 (0.75 ng/mL) olarak
hazirlandi.

> ELISA plate iizerindeki blank kuyucugu bos birakild1 ve standart 1-2-3-4-5
kuyucuklardan her birine 50 pl ayni numarali standart soliisyonu ve 50 pl
Streptavidin-HRP eklendi.

» Plate iizeri membranla kapatilip hafifce calkaladiktan sonra 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi.

> Inkiibasyonun ardindan plate 5 kere yikandi. Ardindan Chromogen soliisyon
A, B eklenerek 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

» Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyon eklendi ve absorbans
miktarlar1 Olgiilmek {iizere mikroplate okuyucu cihazinda 450 nm dalga

boyutunda yiirttiildii.

3.8. Istatistiksel Analiz

B16F10, CD133*, CDI133" hiicre sayilar1 ile tiimor hacmi (mm®) degerleri
ortalama ve standart hata iizerine temel istatistiksel analizler olarak Excel (Microsoft)
veya GraphPad Prism yazilimindaki (Graphpad) uygun paketler kullanilarak
gerceklestirildi. Ornidazole ile tedavinin ardindan, muameleler arasinda karsilastirma,
varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Dunnett testinin ¢oklu karsilastirmasi (2'den
fazla veri seti degerlendirildi) veya Bonferroni testi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu
olarak hi¢ islem gormemis (tedavi edilmemis) grup kullanildi. * P <0.05; ** P <0.01;
ve *** P <0.001.

DNA hasar dagilimi, kuyruk momenti (kuyruk uzunlugunun ve DNA

fraksiyonunun iiriinii) i¢in Casplab yazilimi kullanildi.
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4. BULGULAR

Melanoma hiicre hattinda (B16F10) ve tiimor olusumu goézlenen deney
hayvanlarinda antiparaziter 6zellikteki etken madde olan Ornidazole’un bazi Kanser
Kok Hiicreleri ve bu KKH’lerinin diizenleyici mekanizmalar: iizerine etkisinin yanisira
ER stresi, apopitoz ve otofaji yolaklar iizerine olan etkisi aragtirilmis olup elde edilen

bulgular 6zetlenmistir.

1. Melanoma kanser hiicreleri Ornidazole igcermeyen ve farkli dozlarda
Ornidazole igeren besi yeri ortaminda kiiltiire edilmistir. Ornidazole ile
muamele edilmis olan hiicreler ile kontrol hiicrelerinin bu ortamlarda hayatta
kalma yiizdeleri kiyaslandiginda Ornidazole ile muamele edilmis hiicrelerin
canlilik yiizdesinin daha az oldugu tespit edilmistir. Kristalviole sonucuna
gore Ornidazole ile muamele edilmis olan melanom hiicrelerinin besiyeri
ortaminda 48. saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla, hiicre canlili1
sirastyla 800 ul/mL ve 1200 pl/mL’de %55, %20 olup, istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide canliligini siirdiiremedigi gézlemlenmistir. ***P value < 0.001
seviyesinde oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler ii¢

bagimsiz deneyin + S.D. (error bar) ortalamasi olarak sunuldu.

16‘0- eo

1204

hiicre canhihg %

) (T
& &

Ornidazole (pg/mi)

Sekil 6. Farkli dozlarda Ornidazole uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi.
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2. Melanoma hiicrelerinin Ornidazole ile muamele edilmis kombinasyonlarinin
(50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 ug/ml, 800 ug/ml, 1200 pg/ml, 1600 pg/ml ve
3600 pg/ml) dozlarinin 24, 48 ve 72 saat boyunca B16F10 hiicreleri iizerine
MTT deneyi ile dlgiilen hiicre canlilik oranlar1 gosterilmistir. Bu sonuca gore
Ornidazole’un melanoma hiicrelerinin hayatta kalmasini 6nemli 6l¢iide inhibe
ettigi saptanmustir. Farkliliklar *P<0.05; **P<0.01; ve ***P<0.001
seviyesinde oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler ii¢

bagimsiz deneyin =+ S.D. (error bar) ortalamasi olarak sunuldu.
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Sekil 7. B16F10 hiicre hattinda farkli dozlarda Ornidazole uygulamasinin 24, 48 ve 72 saat

sonrasinda hiicre canliligina etkisini gosteren grafik.

3. BI6F10 melanoma hiicre gogii, yara iyilesme deneyleri kullanilarak
degerlendirildi. Ornidazole’un melanoma hiicre migrasyonu iizerine 6nemli
derecede etkisi oldugu gozlemlendi. Ayni bdlgeden fotograflar, yaranin
ardindan 0, 8 ve 24 saat sonra cekildi. Biiylitme:10X, gd¢ miktarmin
Ol¢iilmesi kapanan yaranin yiizdesi olarak ifade edilir. Veriler ii¢ bagimsiz
deneyin + S.D. (error bar) ortalamasi olarak alinmig ve aralarindaki

farkliligin anlamli oldugu saptanmistir (*** p < 0.001).
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Sekil 8. Ornidazole’un melanoma hiicre migrasyonu iizerine etkisi. A) Ornidazole uygulamasinin
ardindan 8 ve 24. saat sonrasi B) Yara kapanma oranlari. Ug bagimsiz deneyin ortalamasi

gosterilmektedir.

4. Ornidazol’'un BI16F10 melanoma kanser hiicrelerinde DNA hasarini
indiikledigi comet deneyi ile belirlendi. 6 kuyucuklu plakalarda 3x 10° hiicre /
kuyucuk yogunlugundaki hiicreler 24, 48 ve 72 saat siireyle farkh
konsantrasyonlarda Ornidazol ile maruz birakildi ve sonuglar, Ornidazol’iin
B16F10 melanoma kanser hiicrelerinde DNA hasarin1 doza bagl bir sekilde
artirdigr saptandi. Yiiksek Ornidazole konsantrasyonunun, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda daha uzun DNA gb¢ yayilmalaria (kuyruklu yildiz
kuyrugu) neden oldugu goriildii. Veriler iic bagimsiz deneyin =+ S.D. (error
bar) ortalamasi olarak sunulmus olup istatistiksel olarak anlamli bulundu (***

p <0.001).
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Sekil 9. A) Hasar dagilimi, kuyruk momenti (kuyruk uzunlugunun ve DNA fraksiyonunun {iriinii)
olarak oOlciildii. Ortalama kuyruk momenti (um), yapisan hiicrelerdeki hasar dagilimini temsil eder. B)
Ortalama kuyruk momenti (um), hiicrelerdeki hasar dagilimim temsil eder. Ug bagimsiz deneyden

ortalama + SD (standart hata) gdsterilmektedir *** p <0,001.

5. BI16F10 melanoma kanser hiicre hattindan CD133" ve CD133" kanser kok
hiicreleri flow sitometri (FACS) ile saflastirildi. Ayirma isleminden sonra
CD133" ve CD133" hiicreleri santrifiij edilerek SF ile yikanarak taze DMEM
(GIBCO,USA) ortamu ile yeniden siispanse edildi. Kiiltiir ortamu iki giinde bir
degistirildi ve inverted faz kontrast mikroskobu altinda 0 saat, 24 saat, 48 saat

ve 72 saatte hiicre proliferasyonu gozlendi.
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Sekil 10. B16F10 melanoma kanser hiicrelerinde ve CD133*, CD133" flow sitometri analizi.
Inverted faz kontrast mikroskobu altinda gézlemlenen A) FACS analiz sonucu B) B16F10 (unsorted), C)
CD133 + ve D) CD133- hiicreleri.

6. Unsorted, CD133" ve CD133" hiicre soliisyonlar1 (5x10°) subkutan olarak
Swiss albino farelerine enjekte edilen melanoma hiicrelerinin 100 mm?
ulagsmas1 beklendikten sonra Ornidazole ile tedaviye baslandi. Bunun
sonucuna gore;

* 100 mm® boyutuna ulasan farelere intraperitonal olarak (i.p.) Ornidazol, (80
mg / kg viicut agirlig1 ) ile 12 giin boyunca tedavi edilen unsorted
gruplarin 3 tanesinde tamamen iyilesme (timdr dokusunun tamamen
kayb1) ve diger 3 d6rnekte ise %96 oraninda kii¢iilme gozlenirken, Ornidazol
ile tedavi edilmeyen gruplarda ise tiimdr biiytikliigii %200 oraninda artis

gozlendi. Bu sonuclara gore; ornidazole uygulamasinin farelerin
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%350’sinde tiimoriin tamamen ortadan kalkmasini sagladig: ve diger
%350’sinde ise %96 oraninda kiiciilmesi nedeniyle Ornidozole’iin

melanoma iizerinde tedavi edici 6zelligini ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 11. unsorted hiicreleri (5x10°) subkutan olarak Swiss albino farelerine enjekte edildi. Timér
boyutu ~100 mm®e ulastiktan sonra, intraperitonal olarak (i.p.) A) Ornidazole (Sigma, Germany) ( 80 mg / kg
viicut agirligt ) enjekte edildi (i.p) (12 giin boyunca) ve tiimér hacimleri 6l¢iildii. Fareler sakrifiye edildi, B)
Tiimorler ¢ikanldi ve fotograflandi. Tiimér hacimleri V = uzunluk x genislik? / 2 kullanilarak 6lgiildii. C)

Tiim&r boyutundaki degismeler ile ilgili temel istatistiksel analizler Excel (Microsoft) kullanilarak yapilmistir.

* (CD133 gruplar: Timér boyutu ~150 mm’ boyutuna ulastiktan sonra
Intraperitonal olarak (i.p.) Ornidazole (80 mg / kg viicut agirlig1 ) ile 12 giin
boyunca tedavi edilen CD133" gruplarda ~%060 oraninda iyilesme
(kiigtilme) gozlenirken, tedavi edilmeyen gruplarda ise timdor biliylklugi ~

%150 oraninda artis gozlendi.
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Sekil 12. B16F10 hiicre hattindan sort edilen CD133- hiicreler (5x10°) subkutan olarak Swiss
albino farelerine enjekte edildi. Tiimér boyutu ~150 mm®e ulagtiktan sonra, intraperitonal olarak (i.p.) A)
Ornidazole (Sigma, Germany) ( 80 mg / kg viicut agirlig1 ) ile (12 giin boyunca) tedavi edildi ve timor
hacimleri 6l¢iildii. Fareler sakrifiye edildi, B) tiimoérler ¢ikarildi ve fotograflandi.

Tiimor hacimleri V = uzunluk x genislik 2 / 2 kullanilarak 6lgiildii. C) Tiimo6r boyutundaki degismeler ile

ilgili temel istatistiksel analizler Excel (Microsoft) kullanilarak yapilmustir.

* CDI133" gruplar: Tiimor boyutu ~150 mm’ boyutuna ulastiktan sonra
Intraperitonal olarak (i.p.) Ornidazole (80 mg / kg viicut agirlig) ile 12 giin
boyunca tedavi edilen CD133" gruplarda ~%50 oraninda iyilesme
(kiigtilme) gozlenirken, tedavi edilmeyen gruplarda ise tiimor biiyiikliigiinde ~

%337.5 oraninda artis gézlendi.
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Sekil 13. B16F10 hiicre hattindan sort edilen CD133+ hiicreler (1x10°) subkutan olarak Swiss
albino farelerine enjekte edildi. Tiimér boyutu 150 mm™e ulastiktan sonra, intraperitonal olarak (i.p.) A)
Ornidazole (Sigma, Germany) 80 mg / kg viicut agirligr) ile (12 giin boyunca) tedavi edildi ve timor
hacimleri dlgiildii. Fareler sakrifiye edildi. B) Tiimdr boyutundaki degismeler ile ilgili temel istatistiksel

analizler Excel (Microsoft) kullanilarak yapilmistir.

7. Ornidazole ile tedavi sonrasinda ¢ikarilan tiimor dokularindan, Hedgehog
sinyal yolag: ile iliskili olan Shh, Ptchl, Smo, Glil ve Bmil genlerinin
ekspresyon seviyesine mRNA ve protein diizeyinde bakilmis ve melanoma
hiicrelerinin  kontrole kiyasla istatistiksel anlamda bu genlerin ifade
diizeylerinde 6nemli derecede azalma gozlenmistir. ™ P value<0.001, “P
value<0.01, n=6 grup basma. Veriler ii¢c bagimsiz deneyin ortalamas1 olarak

sunuldu.
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Sekil 14. Ornidazole ile tedavi sonrasinda, hedgehog yolagi ile iligkili genlerinin goreceli mRNA
seviyesini gosteren grafikler, A) Unsorted grup B) CD133- grup ve C) CD133+ grup
P value < 0.001. n=6 grup basina.
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Sekil 15. Ornidazole’iin melanom kanser hiicrelerinde Shh, Ptch1, Smo, Glil ve CD133"iin protein

ekspresyonu iizerindeki etkileri. Shh, Ptchl, Smo, Glil ve CD133 proteinlerinin ifadesi ELISA assay ile

olciilmiistiir P value < 0.001, “P value< 0.01 n=6 grup basina.

8. Ornidazole ile tedavi sonrasinda ¢ikarilan tiimoér dokularindan, kanser kok
hiicreleri ile iliskili olan CD133, OCT3/4, NANOG ve SOX2 genlerinin
ekspresyon seviyesine mMRNA diizeyinde bakilmis ve melanoma
hiicrelerinin kontrole kiyasla istatistiksel anlamda bu genlerin ifadele
diizeylerinde 6nemli derecede azalma gozlenmistir. “"P value<0.001. n=6

grup basina. Veriler ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olarak sunuldu.
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Sekil 16. A) Unsorted grup B) CD133- grup ve C) CD133+ deney gruplarinin Ornidazole ile
tedavi sonrasinda, kok hiicre belirtecleri ve Yamanaka faktorleri ile iligkili genlerin géreceli mRNA
seviyesini gdsteren grafik.

P value < 0.001. n=6 grup basina.
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9. Ornidazole ile tedavi sonrasinda ¢ikarilan tiimdr dokularindan, apopitozis ile
iliskili olan BAX, CASP3, CASP9 ve BCL2 genlerinin ekspresyon seviyesine
mRNA diizeyinde bakilmis ve melanoma hiicrelerinin kontrole kiyasla
istatistiksel anlamda bu genlerin ifadele diizeylerinde 6nemli derecede artma
ve azalma gozlenmigtir. ***P value<0.001. n=6 grup basina. Veriler ¢
bagimsiz deneyin ortalamasi olarak sunuldu.

CASP3 bakimindan CD133", unsorted ve CD133" gruplar arasinda mRNA

diizeyinde ekspresyon bakimindan istatistiksel anlamda farkliliklar saptandi.
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Sekil 17. A) Unsorted B) CD133- grup ve C) CD133+ deney gruplarinin Ornidazole ile tedavi
sonrasinda, Apopitozis ile iliskili genlerinin goreceli mRNA seviyesini gosteren grafik.

""P value < 0.001. n=6 grup basina.

10. Ornidazole ile tedavi sonrasinda ¢ikarilan tiimor dokularindan, ER stresi ile
iligkili olan Grp78 ve XBPI1 genlerinin ekspresyon seviyesine mRNA
diizeyinde bakilmis ve melanoma hiicrelerinin kontrole kiyasla istatistiksel
anlamda bu genlerin ifadele diizeylerinde 6nemli derecede artis gézlenmistir.
*#%¥P<0.001. n=6 grup basina. Veriler {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olarak

sunuldu.
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Sekil 18. A) Unsorted grup B) CD133- grup ve C) CD133+ deney gruplarinin Ornidazole ile

tedavi sonrasinda, ER stresi ile iliskili genlerin goreceli mRNA seviyesini gosteren grafik.

""P value < 0.001. n=6 grup basina.

11. Ornidazole ile tedavi sonrasinda c¢ikarilan timor dokularindan, ER stresi

aracilt apopitozis ile iligkili olan Chop ve Caspl2 genlerinin ekspresyon

seviyesine mRNA diizeyinde bakilmis ve melanoma hiicrelerinin kontrole

kiyasla istatistiksel anlamda bu genlerin ifade diizeylerinde 6nemli derecede

artis gézlenmistir. ***P value<0.001. n=6 grup basina. Veriler {i¢ bagimsiz

deneyin ortalamasi olarak sunuldu.
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Sekil 19. A) Unsorted grup B) CD133- grup ve C) CD133+ deney gruplarinin Ornidazole ile

tedavi sonrasinda, ER stresi aracili apopitozis ile iligkili genlerinin goreceli mRNA seviyesini gosteren

grafik. "™"P value < 0.001. n=6 grup basina.
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12. Ornidazole ile tedavi sonrasinda c¢ikarilan timor dokularindan, ER stresi
aracili otofaji ile iliskili olan ATGS, ATG12, BECN1, MAP1LC3B ve ATF4
genlerinin ekspresyon seviyesine mRNA diizeyinde bakilmis ve melanoma
hiicrelerinin  kontrole kiyasla istatistiksel anlamda bu genlerin ifade
diizeylerinde dnemli derecede azaldigi gozlenmistir. ***P value<0.001. n=6

grup basina. Veriler ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olarak sunuldu.
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Sekil 20. A) Unsorted grup B) CD133- grup ve C) CD133+ deney gruplarinin Ornidazole ile

tedavi sonrasinda, ER stresi aracili otofaji ile iliskili genlerin géreceli mRNA seviyesini gosteren

grafik. P value < 0.001. n=6 grup basina.
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5. TARTISMA

S-nitroimidazol ilag¢ ailesinin bir {iyesi olan ornidazol, insanlarda ve hayvanlarda
protozoan ve anaerobik bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir”. Yeni bir ilag gelistirmenin milyar dolarlara mal olabilecegi bir
zamanda, mevcut ilaglarin yeniden kullanimi fikri olduk¢a cazip olmakla birlikte Hh
sinyal yolag1 bir¢ok kanser ¢esidinde aktive edilir ve bu nedenle yeni anti kanser ajanlar
icin ilgi ¢ekici bir hedef olusturmaktadir. KKH'lerin diizenleyici mekanizmalarinin
hedeflenmesi daha etkili klinik 6ncesi tedavilerin gelistirilmesi i¢in gereklidir.

Kanser hiicrelerinin spesifik olarak hedeflenememesi nedeniyle geleneksel anti-
kanser Ozellikteki kemoterdpatik ajanlarin tiimordeki malign hiicrelerin tamamini
ortadan kaldiramamasindan kaynaklanan, niiks ve diren¢ gelisimi nedeniyle potansiyel
olarak etkisizdirler. Bu geleneksel yaklasimdaki KKH’lerini ihmal eden veya yok sayan
stratejilerin kanser tedavisini oldukga zorlastirdigi sonucglarindan anlasilmaktadir. Yeni
ilag arastirmalarindaki maliyet ve zaman dezavantaji nedeniyle mevcut anti-mitotik
potansiyeli olan ilaglarin kanser tedavilerinde denenmesi giincel bir yaklasgimdir. Bu
nedenle ¢alismamizda, KKH'lerini de ortadan kaldirma potansiyeli tasiyan bazi anti-
paraziter ilaclarin malign melanomun tedavisinde basarili olabilecegi ihtimalini
diisiindiirmiistiir. Melanomada yaygin olarak kullanilan bazi kemoterapotik maddelerin,
goreceli bir tedavi edici niteligi olmakla birlikte cesitli yan etkilere sahip ilaglardir.
Nitekim, melanoma olgularinda konvansiyonel tedavilere karsi direncin ¢ok sik
meydana  gelmesi; Melanoma-spesifik KKH’lerini, KKH'lerini  diizenleyici
mekanizmalar1 ve sinyal yolaklarin1 spesifik olarak hedef alan yeni etkili ve segici
terapotik kimyasallarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Anaerob hiicrelere pasif diflizyon ile girebilmenin yanisira hiicre DNA'sina
baglanarak, DNA sarmalinin destabilizasyonu&iplik kirilmasi ve DNA sentezini inhibe
etme Ozellikleri nedeniyle Ornidazole’un melanoma ve KKH’lerinde etkili olabilecegini
diistindiik.

Tiimor hiicre gocii, metastaz ve invazyonla olan yakin iliskisinden dolay1 timor
ilerlemesinin 6nemli bir belirtecidir®. Bu nedenle, melanoma hiicre gdgiinii engelleyen
hedeflerin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Bulgularimiz, melanom hiicrelerinin, yara agma

deneyinde (wound-healing assay) goriildiigli gibi yliksek derecede invazyon yetenegine
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sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Calismamizda, ornidazol’iin melanoma da kanser
hiicre gociinii etkili bir sekilde inhibe ettigini ve bunun yanisira kontrol gruplarina gore
zamana ve doza bagli olarak DNA hasarini siddetlendirdigini gozlemledik. Ek olarak,
kontrol ile karsilastirildiginda tiim deney gruplarinda ornidazole ile tedaviden sonra
hiicre canliligiin inhibe edildigini ve farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gosterdik. Melanoma konusunda Ornidazole ile elde ettigimiz deney bulgularimizin
timor progresyonunu baskilamasi ve hiicre metastazin1 inhibe etmesi, hedef kanser
hiicrelerinde DNA hasarin1 siddetlendirmesi olduk¢a dikkat ¢ekicidir. Yaptigimiz
litaratiir taramasinda Ornidazole’un melanoma kanseri konusunda, bu 06zelliklerini
gosteren herhangi calismanin  bulunmamasi bulgularimizin  6nemini daha da
artirmaktadir.

Kok hiicre 6zelliklerinin siirdiiriilmesi ve farklilasmasinda ¢ok 6nemli rol oynayan
Hedgehog sinyal yolagimin KKH’le olan iliskisi yeni anti-kanser ilaglar i¢in kendisini
bir hedef haline getirmistir. Melanom insidans1 ve 6liim orani her gecen giin artmakta ve
metastatik melanoma hastalari i¢in tedavi bulunmamaktadir. Melanoma ile ilgili yapilan
caligmalarda; tlimor gelisimi, metastaz, diren¢ ve niiks olaylarinda Shh sinyal yolaginin
onemli rol oynadig1 gosterilmistir”. Melanoma modeli olarak melanositlerle yapilan
caligmalarin % 40'indan fazlasinda, Shh yolagi aracilar1 olan; SMO, GLI2 ve PTCH1'in
onemli 6lgiide yiiksek ifade diizeyi gdsterdigini ortaya koymustur®. Caligmamizda, Shh
sinyal yolagimi baskilamak amaciyla in-vivo olarak IP ornidazole uygulamasi yapildi.
Uygulama sonunda Ornidazole’iin melanoma biiyiimesini engelledigini, niiksii ve
metastazlar1 Onledigini gosterdik. B16F10 (Unsorted grup) fare melanoma
modellerinden 3 tanesinde tamamen iyilesme (timoér dokusunun tamamen kaybi) ve
diger 3 ornekte %96 oraninda kiigiilme saptanirken, Ornidazole uygulanmayan kontrol
gruplarinda ise tiimor buyiikligiinde %200 oraninda artis saptandi. CD133" melonama
fare modellerinde uygulanan Ornidazole ile ~%350 oraninda iyilesme saptanirken,
kontrol gruplarinda ise bunun aksine tiimor biiyiikliigiinde ~%337.5 oraninda artis
saptandi. CD133" melanoma fare modellerinde Ornidazole ile ~%60 oraninda iyilesme
saptanirken, tedavi edilmeyen gruplarda ise timor biiyiikligi ~%150 oraninda artis
saptandi. Saptadigimiz bu bulgularla ilgili olarak tlimér boyutlarindaki tedavi oranlarina
baktigimizda CD133"’lerin tiimor dokusu igerisindeki klonalite agisindan kanser kok

hiicre 6zelliklerinin sorgulanmasina neden olurken, invazyon ve metastaz gibi kanserin
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daha ileri boyutlarinda ki rolii nedeniyle CD133+’lerin ¢cok ¢ok 6nemli oldugunu ortaya
cikarmaktadir. Nitekim calismamizda, CD133+ fare modellerinin kontrol gruplarinda
yiiksek oranda metastazin saptanmasi hem bunun rastlanti ile meydana gelmediginin bir
gostergesi hem de CD133’{in melanoma kanserleri i¢in kok hiicre 6zelligini teyit etmesi
bakimindan dikkat ¢ekicidir.

Saptadigimiz bu 6nemli bulgularla ilgili olarak yaptigimiz litaratiir taramasinda,
melanoma kanseri ile ilgili Ornidazole uygulamasi yapilmis herhangi bir calisma
bulunamamigtir. Sadece anti-helmintik amagli kullanilan Mebendazole aracili Shh
iizerinden medullablastoma da tiimor progresyonunda yavaglama ve intestinal tiibul
sentezinde inhibisyon bulgularmi 6n plana ¢ikaran tek bir ¢alismaya rastlanmigtir®™,
Ayrica anti-paraziter Ozellikteki farkli bilesenlerle yapilan bir¢ok calismanin farkli
kanser tiirlerinde uygulanmis olmasi, g¢alismamizin melanoma kanseri agisindan
Onemini bir kez daha 6ne ¢ikarmaktadir.

Kok hiicre belirtegleri olarak bilinen; OCT3/4 SOX2, NANOG gibi transkripsiyon
faktorleri ile CD133’iin pluripotensi, kendi kendini yenileme, tiimor farklilagmasinda
onemli diizenleyiciler oldugu kabul edilir’. Calismamizda, melanoma hiicrelerinde
Ornidazole ile tedavinin ardindan bu genlerin ekspresyon seviyelerinde kontrole kiyasla
istatistiksel anlamda 6nemli bir diisiis gozlemledik. Melanoma ile ilgili yapilan
caligmalarda CD133 ve ABCG2, ABCB5 ve CD271'1 ifade eden hiicre yiizey
belirteglerinin eksprese edildigi gosterilmistir. Nordvig ve ark. CD133" keratinositlerin,
melanom dis1 deri kanserinde klinik etkileri olabilen yiiksek mitokondriyal potansiyel
sergiledigini bildirmistir. Ayrica Kumar ve ark. CD133" melanoma spesifik KKH'lerin
in vivo kosullar altinda uzun vadeli tiimoérijenik potansiyeli korudugunu gostermislerdir.
Daha da o6nemlisi OCT4, NANOG, SOX2 ve CDI33 gibi koklilik ile ilgili
transkripsiyon faktorleri ve belirtecler kanser diigmesini kapatabilme ozelliklerinden
dolay1 klinik uygulamalar i¢in biiyiik umut vaat etmektedir. Calismamizda Ornidazole
ile ilgili olarak elde ettigimiz bulgular, Shh sinyal yolag: ile iligkili neoplazilerin
inhibisyonu i¢in yeni bir anti-tlimér ajan olma potansiyelini gdstermesi bakimindan
dikkat ¢ekicidir.

Calismamizda CDI133- melanoma fare modeli gruplarimizda Ornidazole
uygulamasinin ardindan artmis Casp3 ifadesi gozlenirken, unsorted ve CDI133+

melanoma fare modeli gruplarimizda ise Casp3 ifadesinin azaldigini saptadik.
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Normalde, artmig Casp3 aktivitesi apoptozun bir isareti ve kanser tedavisinde olumlu
bir etkinlik gostergesi olarak kabul edilir. Ancak Casp3'in kanser hiicresi biiyiimesini,
hiicresel gogii, invazivligi, tiimdr niiksetmesini ve anjiyogenezini destekledigine dair de
artan kanitlar vardir®™'®. Min Zhou ve ark. Casp3 knockout hiicrelerinin 6nemli 6lgiide

101 " Bu nedende

daha az go¢ ve istila kapasitesine sahip oldugunu gostermistir
saptadigimiz azalmis Casp3 aktivitesi ¢eliskili bir duruma isaret ediyor gibi goriinse de,
Casp3’tin  farkli  kaynaklardan  beslenen  kavsak  noktasindaki  roliinden
kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz. Ancak bu tezimizin dogrulanmasi i¢in casp3’iin
hangi kaynaktan beslendigini gdsterecek ikinci bir belirtege ihtiyag oldugunu ve bizim
elimizde bdyle bir verinin olmadigini da belirtmek gerekir.

Sonug olarak, elde ettigimiz veriler 151ginda genel olarak apopitoza direncli olan
malign melanoma timor dokusuna uygulanan Ornidazole tarafindan indiiklenen
apopitoz’un, muhtemelen BCL-2 ekspresyonunu azaltarak ve BAX’1 upregiile ederek
gergeklestigini diisiinmekteyiz. Bu nedenle Ornidazole’un apopitozu destekleyerek
melanoma kanseri hiicrelerinde anti-kanser etkiligi artirdig1 sonucuna varilmistir.

Calismamizda, Unsorted, CD133" ve CD133" gruplarinda, Ornidazol’iin hiicresel
stres belirtegleri olan GRP78 ve Xbpl ekspresyon seviyeleri ve ER stres aracili apoptoz
belirtegleri olan Chop ve Caspl2 ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml
bir artisa neden oldugunu belirledik. Ekstrem olmayan fizyolojik kosullara gore adapte
olmus normal hiicrelerin, kronik sekilde ER stresine sahip olan ve bu stresten beslenen
kanser hiicrelerine kiyasla UPR tercihi gorece daha azdir. Kanser hiicrelerine avantaj
saglayan stres durumlar eger stres esiginin asildigi durumlara doniislirse kanser
hiicrelerinin aleyhine gelisen bir siire¢ olarak sekillenir. Bir¢ok farkli kanser tiirlerinde
yapilan ¢alismalar, GRP78 miktarindaki artisin dikkate deger oldugunu ve bu nedenle
kanserde terapdtik hedef olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir'®'®, GRP78’in,
kanser gelisiminde bir belirteg olmasinin yani sira anti-kanser amacli olarak da,
kemoterapik ilaglara olan hassasiyetin artirilmasi, metastaz ve invazyonun azaltilmasi
icin inhibisyonu hedeflenen 6nemli ve umut vadeden bir tedavi stratejisi olarak
diistiniilmistiir. Yapilan ¢aligmalarda tiimor dokusunun; ER stresi, hipoksi, enflamasyon
ve anjiyogeneze olan egilimini azaltmak/Onlemek i¢in UPR'min hedeflenmesi yeni

tedavi stratejileri bakimindan 6ne ¢ikmaktadir.
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Heniiz KKH aracili melanoma biiylimesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar tam olarak belirlenememistir. Ayrica, Giiniimiize kadar, Shh ve otofaji
arasindaki iliskiye duyarl kanserler gosterilmis olmasina ragmen, melonama KKH’de
otofaji ve ER stresi arasindaki iliski rapor edilmemistir. Bu nedenle c¢aligmamizda
Ornidazole’un, KKH’lerinde; ER stres, apopitoz ve otofaji ile iligkisi arastirtlmistir.
Calismamizda, ER stresi aracili otofaji ile iligskili olan ATGS, ATG12, BECNI,
MAPILC3B ve ATF4 genlerinin expresyonuna bakilmigtir. Melanoma fare
modellerinde (unsorted, CD133+ ve CD133-) IP Ornidazole uygulamasi yapilarak ilgili
genlerin ekspresyon profilleri kontrol gruplartyla karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak
melanoma tiimor biliyiimesinde rol oynayan ER stres-aracili otofaji ile ilgili tanimlanmis
genlerin ekpresyon seviyelerinde kontrole kiyasla istatiksel olarak anlamli derecede
baskilandigini saptadik. kanser hiicrelerinin olumsuz g¢evre kosullarina karsit sagkalim
sanslarin1 artiran ve geleneksel kemoterapiye karsi direng saglayan adaptasyonlarin
kazanilmasinda basrol oynayan tiimor mikrogevresinin 6nemi bilinmektedir. Yapilan
caligmalarda; artmis ATF4 ekpresyonunun, timor hiicre proliferasyonunu yonlendiren
genlerin transkripsiyonunu modiile ederek tiimorgenezizi kolaylastirdigi ve ayrica
STAT3’iin aktivasyonu araciligiyla, kanser tedavisinde bilyiik bir sorun olan MDR
(coklu ilag direncini) ile ilgili genlerin ekspresyonunu da tesvik ettigi gosterilmistir. Son
zamanlarda otofajinin yiiksek bir malignite oraniyla iligkili olabilecegi, tiimor hiicresi
gogtinii ve invazyonunu destekledigi ve kemoterapi direncini indiikledigi bildirilmistir".
Cesitli galigmalar, hiicre gogli ve istilast sirasinda fokal adhezyon dinamiklerinde
otofajinin 6nemli bir rol oynadigmmi gostermistir. Ozellikle fokal adezyonun
parcalanmasinin azalmasi iizerinden isleyen otofajinin inhibisyonunun tiimor hiicresi

19419 Bu nedenle g¢alismamizin otofaji ile ilgili

hareketliligini azalttig1 saptanmistir
olarak secilmis genler tizerinden Ornidazole aracilifiyla timor progresyonunu
gerilettigi sonucu 6nem kazanmaktadir.

Sonu¢ olarak Ornidazole'un melanoma tedavisinde potansiyel bir etkiye sahip
oldugunu melanoma fare modelleriyle yaptigimiz calismamizda ilk kez gosterdik.
Ayrica, calismamizda ilk kez ornidazol’iin melanoma fare modellerinde Shh, apopitozis,
ER stres, ER stres aracili otofaji ve ER stres aracili apoptoz bilesenleri {lizerindeki anti-

kanser etkilerini gosterdik.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Ornidazole’iin melanoma kanser hiicreleri tizerine olan etkisini in-vitro ve in-vivo

olarak gosterdigimiz calismamizda elde ettigimiz sonuclar asagida maddeler halinde

Ozetlenmistir.

10.

11.

Ornidazole B16F10 kanser hiicrelerinin canliligini dikkate deger oranda ve
istatistiksel olarak anlamli diizeyde inhibe etmektedir.

Ornidazole melanoma hiicrelerinin gd¢ ve invazyon yeteneklerini
baskilamaktadir.

Ornidazole zamana ve doza bagli olarak DNA hasarini artirmaktadir.
Ornidazole in-vivo unsorted, CDI133" ve CDI133" fare melanoma
modellerinde tiimdr boyutlarinin hacimlerini azaltmaktadir.

Ornidazole uygulamasindan sonra, CD133 ve Shh sinyal yolag: ile iliskili
genlerin ifade diizeyleri hem mRNA hem de protein miktarlar1 bakimindan
azalma gostermistir.

Ornidazole uygulamasindan sonra, kokliliikk ile iligkili genlerin ifade
diizeyleri azalma gostermektedir.

In-vivo CD133" hiicreleri daha tiimdrojeniktir.

Ornidazole melanoma hiicrelerinde ER stresini artirmaktadir.

Ornidazole melanoma hiicrelerinde apopitozisi indiiklemektedir.

Ornidazole, endoplazmik retikulum aracili sinyal yolu araciligiyla apoptozu
indiiklemektedir.

Ornidazole endoplazmik retikulum araciligiyla otofajiyi baskilamaktadir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler ile Ornidazole’iin melanoma tedavisinde in-

vitro ve in-vivo olarak potansiyel bir etkiye sahip oldugunu saptadik. Bu nedenle, c¢esitli

hayvan melanoma modellerinde ornidazole’iin anti-kanser aktivitesinin test edilerek

dogrulanmasi ve yeni ilag aday1 olarak klinik ¢alismalarin 6niinii agabilir.
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